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. FORMATION DE SUCRASE CHEZ L’ASPERGILLUS NIGER 


Par M. A. FERNBACH. 


Dans deux mémoires antérieurs ‘, } ai essayé de donner une 
idée des difficultés que présente le dosage de la sucrase; j’ai 
montré dune part les graves causes d’erreur auxquelles on 
s’expose en cherchant a doser celte diastase en milieu neutre ; 
jai fait voir, d’autre part, que son action en milieu acide, touten 
faisant disparaitre ces causes d’erreur, ne permet cependant pas 
d’arriver 4 un procédé de mesure immédiat, parce que les quan- 
tités de sucre interverlti dans ces conditions ne sont pas propor- 
tionnelles aux quantités de sucrase employées. 

On peut néanmoins songer a utiliser les notions qui résultent 
des faits que je viens a rappeler, et fonder sur elles une 
méthode de mesure un peu détournée, il est vrai, mais qui n’en 
conduit pas moins a un dosage assez précis. | 


1. Ces Annales, 1889, p. 473 et d3!. 
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ANNALES DE L’YINSTITUT PASTEUR. 


I. MéruopE DE DOSAGE DE LA SUCRASE. 


L’exposé de cette méthode exige le développement d’une 
notion nouvelle, la définition de ce que nous appellerons désor- 
mais Vunité de sucrase. Remarquons, en effet, que nous n’avons 
jusqu’ici introduit dans notre exposé aucune idée d'unité, pas 
plus que ceux qui se sont avant nous occupés des diastases. Il 
nous semble qu’il y a la une lacune qu'il sera facile de combler 
au fur et & mesure que les connaissances qu’on a sur chaque ~ 
diastase en particulier se seront complétées, et que nous sau- 
rons mieux toutes les influences qui modifient leur action. 
Pour la sucrase, en particulier, nous pouvons dés maintenant 
définir ce que nous appellerons l’unité, et nous en tirerons immé- 
diatement un avantage considérable, celui de fixer les idées en 
abrégeant le langage, et de faciliter la comparaison des différentes 
quantités en présence desquelles nous pourrons nous trouver. 

Qu’ayons-nous appris au sujet de la sucrase? Nous savons 
que la quantilé de sucre interverli par une dose déterminée de su- 
crase dépend de la température, de la durée de l’action, de l’aci- 
dité du milieu, sous la réserve des faits que nous avons rappelés 
plus haut. Nous devons donc, dans notre définition, tenir compte 
detoutes ces influences, et nous pouvons dés lors définir lunité 
de sucrase comme il suit: L’wnité de sucrase est une quantité de 
sucrase capable @intervertir 20 centigrammes de saccharose en une 
heure a la température de 56°, en présence de =; d'acide acétique. Les 
20 centigrammes ne comprennent pas le sucre interverli par 
lacide seul; ils sont la différence entre le sucre interverti total, 
et ce que l’acide interverlit pour sa part, cette derniére quantité 
pouvant subir d’une expérience & l’autre des variations sur 
lesquelles j'ai déja appelé l’attention. 

Les fails que j’ai exposés précédemment expliquent suffisam- 
ment le choix de la durée de l’action et de la température dans 
notre définition pour qu’il soit inutile d’insister davantage. On 
pourra employer tout autre acide que l'acide acétique ala dose 
demaximum d’effet, toutes les fois qu’on sera sir que cet acide est 
le seul présent dans la liqueur..Quant au chiffre de 20 centi- 
grammes, il est clair qu'il est choisi arbitrairement; mais son 
choix a été dicté par ce fait qu opérant toujours l’interversion 


SUCRASE CHEZ L’ASPERGILLUS NIGER. 3 


avec 10° de liquide et amenant avec les eaux de lavage du tube 
a 20°°, ai toujours eu ainsi un liquide renfermant environ 1 °/. de 
sucre 4 l’état de sucre interverti, c’est-a-dire que j’étais toujours 
placé dans les condilions dans lesquelles on se place pour titrer 
la liqueur de Fehling, qui sont les seules dans lesquelles les 
dosages de sucre soient absolument comparables. 

On remarquera que cette définition ne tient évidemment pas 
compte d’autres influences, spéciales & chaque essai, que subit 
action de la sucrase, en particulier des sels ou des matériaux 
en solution présents dans la liqueur en dehors de la sucrase 
elle-méme; nous yerrons plus loin comment on peut, dans la 
pratique, tenir compte de ces influences qui ne sont nullement 
négligeables lorsqu’on veut arriver 4 un chiffre précis. Pour le 
moment, la définition telle que nous l’avons donnée nous permet 
d’exposer la marche générale du dosage ; elle en renferme impli- 
citement le principe. 

Un liquide a sucrase élant donné, au lieu de chercher la 
quantité de sucre que peut intervertir un volume déterminé de 
ce liquide, en présence d’acide acétique, nous chercherons quel 
est le volume qu’il faut en employer pour intervertir une quantité 
de sucre fixée 4 ]’avance une fois pour toutes, 20 centigrammes 
par exemple, et, de la quantité de liquide employé, nous dédui- 
rons par un simple calcul quelle est sa richesse en sucrase. Le 
premier mode de dosage nous etit conduit a fonder notre calcul 
sur une proportionnalité qui, l’expérience nous l’a montré, 
n’existe pas; dans le procédé de dosage que nous proposons, la 
proportionnalité sur laquelle le calcul repose est évidemment 
toujours réalisée. 

Quelques détails sont nécessaires pour compléter Vexposé 
théorique de ce mode de dosage. II exige tout d’abord que l’on 
ait en sa possession un liquide a sucrase, obtenu comme celui 
dont je me suis servi jusqu’ici dans mes expériences, et dont 
4° yenferme l’unité de sucrase telle qu’elle a été définie plus haut. 
C’est ce quelle j’appellerai dorénavant la sucrase normale. Nous 
allons voir tout 4 Vheure l’utilité de cette liqueur. 

On commence par déterminer l’acidité du liquide dans lequel 
on veut doser la sucrase. On fait ensuite un certain nombre 
d’expériences préliminaires simultanées, destinées a indiquer 
quel est le volume de liquide qui renferme l’unité de sucrase. 
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Dans une série de tubes on introduit des volumes croissants de 
ce liquide, 1, 2, 3, 4, 5 centimétres cubes, et sil y a lieu, la 
quanlilé de soude nécessaire pour neutraliser aussi exactement 
que possible les volumes de liquide employés. Puis on ajoute 
4° d’acide acélique a 10 °/,, et dans tous les tubes le méme 
volume de saccharose & 50 °/,, de maniére a ne pas dépasser le 
volume total de 10° et a le compléler méme, le cas échéant, 
avec de l’eau distillée. En pratique, lorsque 4° du liquide ne 
renferment pas l’unité, il est assez peu riche en sucrase pour 
qu'un dosage approximatif, comme celui que nous exposerons 
plus loin, soit suffisant. En effet, si tel est le cas, 100° du 
liquide ne renferment pas assez de sucrase pour intervertir 
5 grammes de saccharose dans les conditions ot on opere, c est- 
a-dire dans des conditions de température et méme, en général, 
d’acidité bien plus favorables a Vinterversion que celles que 
réalise la culture del’organisme étudié. On peut donc s’arranger 
de maniére a amener les volumes de liquide, de soude et d’acide 
employés & ne pas dépasser 6°°; on peut alors employer 4° de 
saccharose ou2 grammes, et deslors on est placé dans les condi- 
lions ot les expériences d’interversion sont comparables, c’est- 
-dire oil n’y a pas plus de ; du sucre total présent interverti a 
la fin de Pexpérience. Aprés avoir laissé la série de tubes pendant 
4 heure au bain-marie réglé a 56°, on arréte lV’interversion en 
ajoutant dans chaque tube un léger exces de potasse ou de soude, 
et on fait le dosage du sucre interverti dans le tube renfermant 
4°° et dans celui quien renferme 4, apres avoir amené le contenu 
de chacun de ces tubes & 20°. 

Si la différence entre les chiffres trouvés pour les deux tubes 
ne s’éléve pas a un centigramme, la quantité de sucrase renfermée 
dans le liquide peut étre considérée comme nulle ou négligeable. 
Mais Ja certitude a ce ‘point de vue n’est acquise qu’ la suite 
d’une deuxieme expérience dont la marche est un peu différente, 
et dont le résultat plus rigoureux doit venir confirmer ce premier 
essai préliminaire. Remarquons, en effet, que si le liquide étudié 
ne renferme pas de sucrase, et si, par suite, le sucre interverti 
dosé résulte uniquement de l’action de l’acide, il y anéanmoins 
entre nos deux tubes une différence qui provient de ce que l'un 
renferme 1° de liquide et l'autre 4, et que les matériaux que ce 
liquide apporte peuvent avoir une influence sur l’interversion 
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par acide, influence qui ne sera pas la méme dans les deux 
tubes. L’essai suivant permet de conclure plus rigoureusement 
a Vabsence de sucrase. Dans deux tubes on introduit 4° de 
liquide; on neutralise, s’il y a lieu, par la quantité de soude 
nécessaire, déterminée dans le dosage de l’acidité ; on porte l’un 
des tubes & l’ébullition; on laisse refroidir et on complete le 
volume de 10° de chacun de ces tubes par l’addition de l’acide 
acétique, du saccharose et d’eau distillée. S’il n’y a pas de sucrase, 
la méme quantilté de sucre, & 2 ou 3 centigrammes pres, s inter- 
verlit en 1 heure a 56°, dans les deux tubes. L’expérience m’a 
montré que c’est la une méthode des plus sensibles pour recon- 
naitre la présence de traces de sucrase; dés que Ja différence 
entre les deux tubes dépasse 5 centigrammes, on peut affirmer 
Ja présence de la diastase. Il est clair que dans ces circonstances 
Yessai ne peut élre que qualitatif; mais la conclusion qu'il 
entraine n’en a pas moins sa valeur. D’ailleurs, si quelque doute 
subsistait relativementa cette conclusion, il suffirait de prolonger 
de 2 ou 3 heures lexpérience d’interversion pour voir la diffé- 
rence s’accentuer notablement. Nous avons donc la un moyen de 
déceler des traces de sucrase. 

Voyons maintenant comment le dosage doit étre conduit 
dans le cas oul’on est en présence de quantités de sucrase nota- 
bles. Les tubes qui ont servi aux essais préliminaires dont j'ai 
parlé plus haut nous donnent des quantités de sucre interverti 
variables, parmi lesquelles on choisit celle qui se rapproche le 
plus d’an nombre compris entre 25 et 30 centigrammes. On 
reprend alors l’essai avec le volume de liquide employé dans ce 
tube et des volumes voisins; par exemple, sile tube en question 
renfermait 2° de liquide, on recommence trois essais l’un avec 
1°°,9, le second avec 2”, le troisitme avec 2°,1. On a soin, pour 
chaque essai, d’employer 2 tubes, dont l'un renferme le liquide 
chauffé, c’est-a-dire dans lequel on a détruit la sucrase par ébul- 
lition. En général, on aura ainsi un essai dans lequel la différence 
entre les deux tubes se rapprochera beaucoup de 20 cenigrammes ; 
elle sera comprise entre 19 et 21 centigrammes, et cette approxi- 
mation suffit pour qu’on puisse conclure par le calcul au volume 
qui renfermerait l’unité. Il résulte, en effet, d’expériences que 
j'ai faites que si les nombres fournis par des quantités de sucrase 
tres différentes ne sont pas proportionnels & ces quantilés, il 
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n’en est plus de méme si les quantités employées sont tres voi- 
sines. Dans ce cas, la proportionnalité aux quantités existe tres 
sensiblement, comme le prouvent les expériences suiyantes. 


Quantité de sucrase Sucre interverti 
employée. en centigrammes. 
3,8 20,3 
4,0 21,0 
4,2 22,0 


Ici, si nous nous rapportons au chiffre moyen 4, nous voyons 
que la quantité de sucrase ne varie que de 5 de sa valeur. Si 
la variation devient plus grande, les chiffres cessent d’étre pro- 
portionnels aux quantités de diastase. En voici un exemple : 


1,4 : 15,3 
1,2 15,7 
1,3 16,4 
1,4 16,8 


Je ferai remarquer, en passant, que ces derniers chiffres con- 
firment une fois de plus le fait signalé dans mon 2° mémoire, de 
lexagération de linfluence de l’acide sur les doses faibles de 
sucrase. Il est, en effet, facile de voir que si, prenant pour terme 
de comparaison une quelconque des quatre quantilés de sucrase 
employée, on calcule d’apres le chiffre fourni par cette quantité 
les chiffres qui devraient étre fournis par les trois autres, on 
trouve que tous ceux qui précedent dans la série sont inférieurs, 
tous ceux qui suivent supérieurs aux chiffres trouvés par l’expé- 
rience. 

Nous yoyons, en somme, qu'il est inutile de s’astreindre a 
prendre exactementle volume de liquide quirenferme l’unité de 
sucrase. Il suffit d’employer un volume trés yoisin, pourvu quwil 
n’en differe pas de plus de = de sa valeur. L’emploi de la 
méthode que je viens de décrire nous présente en outre un avan- 
tage. Le liquide a étudier renferme souvent du sucre interverti; 
si le dosage de ce sucre peut étre intéressant & d’autres points 
de vue, iln’y a pas lieu de nous préoccuper de sa présence dans 
le dosage de la sucrase. En effet, la faible quantité de sucre 
interverti introduite avec le liquide & sucrase est introduite dans 
nos deux tubes, et comme nous faisons la différence des chiffres 
fournis par ces deux tubes, elle disparait dans nos calculs. Le 
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seul fait important a noter, c’est celui qui peut résulter de la 
présence du saccharose dans le liquide 4 sucrase. Cette circon- 
stance peul introduire, dés lorigine, une faible différence entre 
nos deux tubes, en exagérant légerement la quantité de sucre 
interyerti dans le tube a liquide chauffé. Si, en effet, le liquide 
n’a pas 6té amené trés rapidement au dela de la température de 
destruction de la sucrase, une petile quantité de saccharose 
pourras intervertir pendantle temps que leliquide met a atteindre 
cette température. Cette cause d’erreur est tres faible dans le: 
; cas présent, parce qu’on n’emploie qu’un faible volume d’un 
liquide généralement peu riche en saccharose. Il est néanmoins. 
utile de se mettre en garde contre elle, etde songer qu’en d'autres. 
circonstances elle pourra prendre une importance beaucoup plus. 
grande. Le pouvoir réducteur d’un liquide riche en sucrase,, 
renfermant du sucre interverti et du saccharose, pourra s’ac-- 
croitre aprés qu’on laura fait bouillir, et cet accroissement du 
pouvoir réducteur pourra varier notablement suivant que le 
liquide aura été porté plus oumoins rapidement a la température 
a laquelle la sucrase est détruite, parce que le temps pendant 
lequel la sucrase aura pu intervertir du saccharose avant sa 
destruction aura été plus ou moins long. 

Indépendamment de cette cause d’erreur, peu importante en 
somme, il y en a une autre sur laquelle il est utile d'insister, et 
qui va nous ramener @ la sucrase normale dont j’ai parlé plus 
haut. J’ai signalé tout a l’heure l’influence que peuvent avoir les 
matériaux que le liquide apporte avec lui sur l’interversion par 
Pacide; il ne faut pas davantage perdre de vue l’influence que 
ces éléments peuvent avoir sur l’interversion par la sucrase, et 
cette influence nécessite l’introduction dans nos calculs d’un 
terme de correction qui sera plus ou moins important suivant 
les circonstances. Lorsqu’on a déterminé le volume qui renferme 
Vunité, il faut faire un essai en introduisant dans un tube ce 
volume de liquide préalablement chauffé et 1° de sucrase nor- 
male. Si dans cet essai on trouve 20 centigr., onala preuve que les 
matériaux présents en dehors de Ja sucrase n’ont pas d’influence ; 
si on trouve un chiffre différent, c’est ce chiffre qui dans le cas. 
présent représente l’unité de sucrase. Supposons, par exemple, 
qu’on ait trouvé le chiffre 18; l’expérience nous prouvera que les. 
matériaux présents dans le liquide ont une influence légérement 
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retardatrice, puisque une quantité de sucrase qui, en leur absence 
donnait le chiffre 20, c’est-a-dire l’unité, ne donne plus que 18 
lorsqu’ils sont présents. Le chiffre 18 doit done étre considéré 
dans notre dosage comme représentant l’unilé, et le volume de 
liquide qui renferme l’unilé et qui donnerait ce chiffre 18 devra 
étre calculé en partant du volume qui donne le chiffre le plus 
rapproché de 18. 

Les explications dans lesquelles j’ai été obligé d’entrer, les 
nombreux détails qu’il m’a fallu donner, contribuenta augmenter, 
je ne me le dissimule pas, la complexité apparente de notre pro- 
cédé de dosage; mais la pratique de la méthode est en somme 
beaucoup plus simple qu’elle ne parait ala lecture, et les nom- 
breux résultats dignes d’intérét qu’elle peut fournir ne sont pas 
a mettre en balance avec les quelques difficultés de son appli- 
cation. | 

[Il me reste & indiquer ce qu'il y aura a faire dans le cas ot 
4ec du liquide ne renfermeraient pas l’unilé. Dans ce cas, ilfaudra 
se contenter d’une approximation, en prenant pour base du 
calcul de proportionnalité le chiffre représentant la différence 
entre les deux tubes. Cette approximation sera, comme je lai 
dit plus haut, suffisante dans la plupart des cas, et se rapprochera 
d’autant plus de la réalité que le chiffre trouvé dans l’expérience 
sera plus voisin de 20. Plus la quantité de sucrase sera faible, 
plus le chiffre déterminé par le calcul sera exagéré, parce que le 
chilfre fourni par l’expérience sera plus élevé que celui gui cor- 
respond a la quantité de sucrase employée. Il ne faut cependant 
pas oublier que bien qu’un liquide aussi peu riche en sucrase ne 
se préte pas a un dosage précis, nous pouyons cependant savoir 
avec certitude si, dans une série de liquides, la quanlité de 
sucrase va en croissant ou en décroissant: et si la connaissance 
précise de tous les stades d’un phénoméne de sécrétion nous 
échappe, il ne nous en est pas moins permis d’étudier le sens de 
sa marche, et quand cette marche est croissante, de faire un 
dosage précis dés que la quantité de sucrase atteint un chiffre 


qui, nous le verrons, est encore au-dessous de ceux que nous 


rencontrerons généralement. 

Nous voila donc en possession d’une méthode qui nous per- 
met de déceler des traces de sucrase, et dela doser avec une 
approximation d’autant plus grande que sa quantité est elle- 
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-méme plus considérable. Nous sommes maintenant en mesure 


de rechercher quelle est la marche de la sécrétion de cette dias- 
tase par un organisme déterminé. 


I]. ErupE DE LA SUCRASE DANS LE LIQUIDE DE CULTURE 


DE L’ ASPERGILLUS. 


L’organisme dont l'étude se présente tout naturellement a 
nous, c’est précisément l’Aspergillus niger, qui nous a servijus- 
qu’ici comme source de sucrase; o’est par lui que nous commen- 
cerons cette étude, nous réservant del’étendre ensuite a d’autres 
étres, pour déméler, dans les faits que nous allons constater, ce 
qu il y a departiculier a l’Aspergillus et ce qu'il y a de général. 

Commengons par étudier le liquide de culture de l’Asper- 
gillus; l’examen de ce liquide aux différents stades du dévelop- 
pement de la mucédinée soulévera une série de questions que 
nous verrons peu & peu s’éclairer 4 mesure que nous pénétrerons 
plus avant dans Vintimité du phénomeéne. Nous pouvons, pour 
celte étude, placer l’Aspergillus dans diverses conditions, et voir 
comment ces conditions influent sur l’apparition de la sucrase 
dans le liquide de culture. 

Metlons a l'étude, &35°, un certain nombre de cuvettes ren- 
fermant le méme volume de liquide Raulin, et ensemencons-les 
également, c’est-a-dire avec un nombre de spores aussi identique 
que possible, résulltat que nous obtiendrons en introduisant dans 
chacune de ces cuvettes le méme volume d’eau distillée tenant 
en suspension des spores d’Aspergillus empruntées & une cul- 
ture récente. Dés que le développement a commencé sur ces 
cuvettes, nous en sortons une de l’étuve, nous décantons le 
liquide de culture, nous layons Ja plante a l'eau distillée, nous 
ajoutons les eaux de lavage au liquide de culture, el nous rame- 
nons ainsi le volume de ce liquide au volume initial, ou, si l’éva- 
poration a été faible, a un volume supérieur que nous notons. 
Nous pouvons d'une part étudier ce liquide en délerminaat ce 
qu’est devenue son acidilé, sa teneur en sucre, interyerti ou non, 
quelle est sa richesse en sucrase, et d’'autre part mettre les don- 
nées de ces diverses expériences en relation avec le poids de la 
plante produite, en pesant celle-ci apres l’avoir desséchée a 100°. 
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Répétons cette expérience toutes les 24 heures avec une nouvelle 
culture; voici les résultats que nous obtiendrons. 


Exprrimncy I. — Chaque cuvette renferme dans 400ce de liquide Raulin : 


SacCharose 2. se seuss Aer, 6 
Acide tartrique libre. . . st 72, ou 1,8 pour 1000. 


Durée. Sacch. S. int. Sucre cons. Acidit’. ~ Sucrase. Poids Cendres. 
restant. de plante. 
gr. gr. gle gr. gr. gr. 

aaah? We wet eae te? 9 cece (3) 0 3,105 0,446 
320.9 eS Gre, Senate 6,200 0,474 
bes 0 0 47,6 <.0076.... 67 7,885 0,497 
6.0 0 Fa 0,088 e104 6,870 0,200 
8 0 0 > traces. 285 5,080 0,498 


Quelques détails compléteront utilement ce tableau. Le titre des deux 
derniéres colonnes explique suffisamment les nombres qu’elles renferment. Les 
chiffres de la 4° colonne expriment le nombre de jours au bout desquels 
l'étude de la culture a été faite. La 2° et la 3e colonnes expriment le sucre 
restant, dans la 2° a I’état de saccharose, dans la 3° 4 l'état de sucre inter- 
verli, cetle derniére quantité étant exprimée en saccharose. La 4° colonne 
indique la quantité de sucre consommé, la 5e Vacidité totale, évaluée en 
acide tartrique. Dans la 6° colonne, j'ai indiqué la sucrase en unités, les 
chiffres gras correspondant aun dosage approximatif. 

Quelques détails relatifs au dosage de cette sucrase serviront d’exemple 
au procédé de dosage que j’ai décrit plus haut. J’indique chaque dosage par 
le chiffre correspondant de la 4° colonne. . 

2. 1° et 4°¢ du liquide ont donné respectivement 9°sr 4 et 9°sr 6 de 
de sucre interverti; d’autre part 4° de liquide chauffé et 4°° du liquide tel 
quel, ont donné respectivement 9°s" 7 et 9°s" 6, La conclusion est qu’iln’y a 
pas de sucrase. 

3. 5°¢ du liquide ont donné respectivement dans les deux tubes 23°s" 3 et 
gest 8, et dont la différence est 43°s" 5. En admettant la proportionnalité, il 
faudrait employer 7° 4 pour avoir l’unité, ce qui fait en nombre arrondi, 
pour les 400°° de liquide, 50 unités. 

4, Ici, j'ai suivi une marche un peu différente, mais qui, en somme, 
revient au méme. 50° du liquide ont été amenés a 60°¢ avec de l'eau et la 
soude nécessaire pour les neutraliser. L’emploi de 4°¢ de ce mélange, ce qui 
correspond a 3° 3 du liquide primitif, m’a donné comme différence des deux 
tubes 12,9. Le calcul montre qu’il faudrait employer 5°¢ 4 du liquide primi- 
tif pour avoir Vunité. En réalité, il en faudra plus, a cause des faits de 
non-proportionnalité que j'ai indiqués. Je fais un essai avec 6°° et j’obtiens 
pour les deux tubes 27,9 et 7,9, dont la différence est 20, ce qui correspond 
en tout a 66 unités 6. Les 6° employés n'ont, d’ailleurs, pas d'influence sur 
1°e de sucrase normale. 

6. 4°° de liquide donnent respectivement 30,7 et 10, dont la différence 


SUCRASE CHEZ L’ASPERGILLUS NIGER. 41 


est 20,7, ce qui fait 10% unités en tout. Méme observation relativementa la 
sucrase normale. 

8. L’essai avec 1, 2, 8, 4°° donne, comme chiffres pour 1 et 2%, 93,9 
et 37,8. Je recommence avec 4° 2, 1¢¢ 3 et Ice 4. Avec ce dernier volume 
Jobtiens les chiffres 28,4 et 8,8 dont la différence est 19,6, correspondant a 
285 unités en tout. Méme observation. 


Voyons maintenant 4 quelles considérations peuvent nous 
conduire les résultats que résume notre tableau; ils nous four- 
nissent toute une série de faits intéressants. Nous voyons d’abord 
que le sucre reste toujours, jusqu’é sa consommation complete, 
en partie & létat de saccharose, bien qu'il y en ait une forte 
proportion 4 l'état de sucre interverti. L’acidité va en augmen- 
tant notablement d’abord, par suite de la formation bien connue 
d’acide oxalique, puis en diminuant peu a peu, jusqu’a deyenir 
a peu pres nulle. Ces points intéressants, et qu’il était utile de 
signaleren passant, ne sont pas ceux qui doivent, pour le moment, 
attirer le plus notre attention ; ce qui nous importe surtout, c’est 
la marche que suit l’apparition de Ja sucrase dans le liquide. 
Nous remarquons que sa quantité est relativement faible tant 
qu'il y a du sucre a consommier, mais qu’’ partir du moment ow 
le sucre devient rare, la quantité de sucrase augraente rapide- 
ment, et devient au bout de 8 jours environ 6 foisce qu'elle était 
le 3° jour; de plus, cette quantité de sucrase est insulfisante pour 
assurer dans la premitre période du développement, et dans les 
conditions de nos expériences de dosage, lV’interversion de tout 
le sucre qui a disparu. 

Nous nous trouvons donc en présence de ce fait singulier 
d’une substance qui se trouve dans le liquide en quantité insuf- 
fisante pour remplir le réle qui lui est dévolu, et qui y apparait, 
au contraire, en grande abondance alors que sa présence est 
inutile et qu’il n’y a plus de matiére a transformer. J’espere 
arriver peu a peu, dans la suite de ce mémoire, & donner une 
explication nette de ce fait en apparence paradoxal. Qu’il nous 
suffise pour le moment de l’ayoir mis en lumiére, et de remar- 
quer qu'il ne saurait s’accorder avec l’hypothése gui tendrait a 
faire du liquide extérieur au végétal le siege de l’interversion; 
si, au contraire, nous arrivons a établir que c’est dans l’intérieur 
des cellules que doit se passer ce phénomene d’interyersion, que 
le sucre trouve dans ces cellules Jes conditions favorables a sa 
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transformation, et que le passage de la diastase a l’extérieur est 
régi par une modification de l’intérieur des cellules qui rend 
sa diffusion de plus en plus facile, le fait que je viens de signaler 
n’aura plus lieu de nous élonner. 

Nous voyons, en outre, dans nos expériences, un autre phéno- 
mene curieux. Le poids de Ja plante, qui va en augmentant a 
mesure que le sucre disparait, et qui atteint son maximum au 
moment ou cet élément nutritif est entitrement consommé, va 
ensuite en diminuant réguligrement, & mesure que la quantité 
de sucrase augmente dans le liquide. De plus, c'est la matiére 
organigue du végétal qui disparait ainsi, car @ partir du moment 
ou il diminue de poids, le poids de ses cendres, c’est-a-dire de 
son squelette minéral, reste constant. A quel phénoméne inté- 
rieur correspond cette diminution de poids, qui coincide exté- 
rieurement avec l’apparition de grandes quantilés de sucrase 
dans le liquide? Je vais chercher & montrer que c’est a une con- 
sommation de réserves nutrilives, que les variations de poids du. 
végétal rendent probable; cette probabilité est confirmée et par 
les caractéres extérieurs de la plante et par son aspect microsco-— 
pique. | 

Lorsque l’Aspergillus est arrivé a fructification complete, la 
culture a l’aspect florissant bien connu : son mycélium, trés 
irrégulier et anfractueux a sa face inférieure, présente une dureté 
remarquable et une solidité telle, qu’on peut soutenir la plante 
tout entire par un de ses angles sans qu’elle se déchire. Ces 
caracléres disparaissent de plus en plus & mesure que Ja quantité 
de sucrase augmente dans le liquide; la plante se ramollit, son 
mycélium s’aplanit peu a peu en devenant de moins en moins 
anfractueux, de moins en moins dur; au hout d’un certain temps, 
sa face inférieure devient glaireuse et gluante; sa résistance a la 
rupture est de plus en plus faible, et il arrive un moment ov le 
moindre effort suffit pour rompre la couche mycélienne et la 
disloquer. A ces caractéres viennent s’ajouter ceux que révele 
Yexamen microscopique. A l’origine, le mycélium est tellement 
serré qu’il est trés difficile & dissocier. Il présente de place en 
place des renflements qui semblent bourrés, ainsi qu’un grand 
nombre de points dans les tubes mycéliens, d’une matibre qui se 
colore fortement en rouge brun par liodure de potassium iodé, 
réaction qui a été indiquée par divers auteurs comme étant celle 
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du glycogéne végétal, et que M. Laurent a mise a profit dans son 
étude sur la formation et la disparition du glycogéne chez la 
levure de biére‘. Plus tard, cette réaction devient de moins en 
moins nette; Viode ne produit plus qu'une coloration jaune uni- 
forme, les renflements mycéliens semblent devenir de plus en 
plus rares ou confus, et les filaments mycéliens eux-mémes, en 
particulier les plus gros, semblent vides et flétris; ils sont de 
_ diamétres trés variables en des points rapprochés et sont repliés 
sur eux-mémes. Tout concourt donc Anous confirmer dans cette 
opinion quwil y a la une consommation de réserves, produite, 
comme je le montrerai plus loin, par un état de souffrance de la 
mucédinée. 

Les expériences que je viens de rapporter peuvent soulever 
une objection. Elles sont faites dans des cuvettes en libre commu- 
nication avec l’air exlérieur, non stérilisées, et avec un liquide 
qui n’a lui-méme subi aucune stérilisation. L’expérience apprend 
que ces conditions sont suffisantes pour mener une culture 
d’Aspergillus a bonne fin ; il étouffe tous les étres qui pourraient 
tenter de se développer a cété de lui, et, & moins que Ja semence 
employée ne soit vieillie et ne subisse dans son développement 
un retard notable, la culture est toujours pure. On peut objecter 
qu'il n’en est plus de méme a partir du moment ou les éléments 
nulrilifs font défaut, et ot le liquide est devenu de l’eau presque 
pure; dans ces conditions, les organismes extérieurs peuvent 
intervenir; il se produit une véritable macération d’Aspergillus 
qui, ’expérience me |’a montré, est un milieu de culture favo- 
rable 4 certains étres. Les faits que nous obseryons pourraient 
donc étre le résultat de la superposition d’un effet di a l’Asper- 
gillus et d’une sécrétion due a d’autres microbes présents. En 
réalité, il n’en est rien. Je dois d’abord dire que le liquide que 
surnage la planle reste toujours limpide; mais nous devons 
répondre a cette objection d’une maniére plus rigoureuse. 

Expreience I. — Ces raisons m’ont conduit a faire des cultures 
en milieu stérile, non pas stérilisé par la chaleur, ce qui aurait 
pu produire une interversion partielle du sucre, et changer les 
conditions de l’expérience, mais dans un liquide Raulin slérilisé 
par filtration au trayers d'une bougie Chamberland. Ce liquide 
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est introduit par portions de 40°°, mesurés avec une pipette 
flambée, dans un certain nombre de fioles 4 fond tres plat, fer- 
mées par un lampon de coton et flambées. Chaque fiole renferme : 


Saccharos@s: .un > «me ih. ae cou Be phos cate ae nee eee dered. 
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c’est-a-dire environ 10 fois moins que chacune des cuvettes de 
notre 1° expérience. Ces fioles sont ensemencées aussi égale- 
ment que possible avec des spores d’Aspergillus cultivé a ]’état 
de pureté. Voici les résultats de celte nouvelle expérience. 


Durée. Sacch.  S. int. Sucre cons. Acidité, Sucrase. Poids de plante. 
restant. gr. gr. gr. gr. 
9° Of 08,87 1,33. 0,072 2,8 ~~ ~—-0,666 
3 OP. traces: Ait 0,040 9 0,757 
8 0 : 0 43 0,347 
6 0 : 5 3h 0,474 
7 » » » Day 0,455 


A partir du 7° jour, la diminution de la sucrase, qui est vrai- 
semblablement due a une oxydation, devient lente et tres irré- 
euliere si l’on passe d’une fiole a l'autre, de 24° en 24", ce qui 
peut tenir a ce qu’une légére différence, existant al origine entre 
nos vases de culture, et s’accentuant avec le temps, a produit 
une différence notable dans la formation de la sucrase et dans 
son passage dans le liquide. Si, comme je le montrerai et comme 
les faits déja signalés permettent de le prévoir, ce phénoméne 
est un fait de diffusion, il peut fort bien, envisagé sous ce jour 
nouveau, perdre le caractére de régularité qu’on eit été jusqu’ici 
autorisé 4 en attendre. J'ai, d’ailleurs, constaté, dans une expé- 
rience analogue a la premiere relatée, un passage notablement 
moindre de sucrase dans le liquide, sans qu'il m’ait été possible 
de saisir la cause de cette diminution. Contentons-nous donc de 
poursuivre l’examen du phénoméne tant que sa marche est 
réguliere. 

Notons d’abord que cette nouvelle expérience différe de la 
premiere en ce que |’aération de la plante est moins facile; de 
plus, le liquide est en couche plus mince, c’est-a-dire que le 
rapport entre sa surface et son épaisseur est plus considérable. 
Sans vouloir trop insister pour le moment sur cette circonstance, 
nous ne pouvons cependant nous empécher de la rapprocher de 
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ce fait que la plante a atteint son développement complet plus 
rapidement (la formation des spores commengait déji au bout 
de 30 heures), le sucre a disparu plus vite et la sucrase a passé 
dans le liquide en quantité relativement bien plus grande que 
dans la premitre expérience. Ce rapprochement est encore auto- 
risé par une troisi¢me série d’expériences, conduites en tout 
point comme les précédentes, ce qui me dispense d’en donner le 
détail, mais dans lesquelles les vases de culture étaient parcourus 
par un courant d’air destiné & maintenir constamment la plante 
en contact avec un excés d’oxygéne. Dans ces.conditions, bien 
que la diminution de poids du végétal se soit également pro- 
duite, l’apparition de la sucrase dans le liquide a été tres lente, 
et sa quantité plus faible; elle ne dépassait pas 12 unités a la fin 
du 5° jour; puis elle est montée a 30 unités, le 6° jour, pour 
décroitre ensuite irrégulitrement. 

En somme, si nous mettons de cété les différences que ces 
deux nouvelles séries d’expériences présentent au point de vue 
des quantités de sucrase, différences dont nous ne sommes pas 
encore prét 4 donner une explication solidement établie, nous 
voyons que la marche du phénomeéne est la méme lorsque l’asper- 
gillus est cultivé en liquide stérile ou dans des cuvettes : la 
quantité de sucrase, tres faible a Vorigine, croit rapidement ensuite. 
a partir du moment ot le sucre a disparu. 


Il]. De pivFERENTES CAUSES QU1 PROVOQUENT L’APPARITION DE LA 
SUCRASE DANS LE LIQUIDE DE CULTURE DE L’ ASPERGILLUS. 


J’ai fait voir que l’apparition de la sucrase dans le liquide de 
culture de l’Aspergillus correspond & une consommation de 
réseryes nutritives; comme cette consommation de réserves 
coincide avec la disparition de l’aliment principal de la plante, 
on est conduit & penser que le passage de la sucrase 4 l’exté- 
rieur des cellules subit influence d’un état de souffrance de ces 
cellules. Je vais chercher & donner une preuve expérimentale 
de cette maniere de voir; cette preuve expérimentale va en méme 
temps répondre a une idée qu’on pourrait se faire sur la fonction 
diastasigene de l’Aspergillus, en se fondant sur des faits qui 
existent dans la science au sujet de cette fonction. 
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M. Wasserzug a éludié* une mucédinée du genre Fusarium, 
chez laquelle l’apparition de la sucrase coincide avec la formation 
des conidies; il ajoute, il est vrai, fort justement que l’absence 
de sucrase dans le liquide ne permet d’émettre aucune opinion 
sur ce qui peut se passer dans |’intérieur des cellules. D’ailleurs, 
avec l'organisme de M. Wasserzug, la disparition du sucre 
marche tres lentement, et la quantilé de sucrase qui apparait 
dans le liquide, autant qu il est possible de conclure a cette 
quantilé en envisageant la dose de sucre interverti présent, est 
toujours assez faible; de sorte qu'il y a la une grande différence 
avec ce que nous obseryons pour |’Aspergillus. Mais, on peut 
considérer que ce n’est qu'une différence de doses, telle qu’on 
peut l’observer entre un organisme consommateur peu énergique 
de sucre et un organisme dont cette substance est, au contraire, 


Valiment de prédilection. Il y a lieu dés lors de se demander si, 


au point de vue de l’apparition de la sucrase dans le liquide de 
culture, l’Aspergillus n’est pas analogue au Fusarium, et sila 
connaissance du travail auquel je viens de faire allusion ne 
pourrait pas conduire a une interprétation analogue. C’est, en 
effet, a parur du moment ot les spores se forment, moment qui 
coincide avec la disparition totale du sucre, que la sucrase com- 
mence a étre abondante dans le liquide; de sorte que si, avec la 
tendance assez généralement répandue, on envisage le phéno- 
méne extérieur, constaté dans le liquide de culture, comme étant 
Yimage plus ou moins lointaine de ce qui se passe dans les 
cellules de la plante, l’interprétation de M. Wasserzug semblera 
applicable ici. 

Je vais faire voir que pour l’Aspergillus cette interprétation 
serait erronée; le fait que nous avons observé est une coinci- 
dence dans le temps, et nullement une coiucidence entre deux 
fonctions physiologiques ayant entre elles une relation de cause 
a effet; nous verrons en méme temps apparaitre l’influence de 
l'état de souffrance du végétal que je visais plus haut. . 

Tout d’abord, nous pouvons retarder l’apparition de la sucrase 
dans le liquide en prolongeant le temps pendant lequel la mucé- 
dinée a de la matiére alimentaire & sa disposition. Il suffit de 
prendre deux cultures identiques, Agées de 48 heures, période a 


1. Ces Annales, 1887, p. 523. 
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laquelle la sucrase n’est présente dans le liquide qu’a une dose tres 
faible. On décante ce liquide, on lave la plante a l'eau distillée, 
et on fait passer au-dessous de l’une des cultures de l’eau pure, au- 
dessous de ]’autre de l'eau sucrée. Au bout de 36 ou 48 heures, 
on trouve dans l’eau pure une quantité de sucrase notable, dans 
Yeau sucrée une quantité insignifiante. L’état d’inanition nous 
apparait donc comme ayant une influence considérable sur 
apparition de la sucrase dans le liquide, et cette apparition peut 
suivre 4 une distance plus ou moins grande celle des organes 
fructiferes. 

Empéchons maintenant, par une expérience inverse, l’appa- 
vition de ces organes fructiféres, en produisant en méme temps 
un état de souffrance autre que celui de l’absence de matiere 
alimentaire ; nous n’en verrons pas moins apparaitre la sucrase 
dans le liquide. Voici comment je suis arrivé a ce résultat. Dans 
4 ballons a fond rond de 200 a 250°, A, A’, B, B’, j’introduis 
100° de liquide Raulin; 40 heures apres l’ensemencement, fait 
dans des conditions qui excluent toute intervention de microbes, 
la fructification n’ayant pas encore commencé, je remplace le 
liquide de A et A’ par 200° d’eau pure; en B et B’j’ajoute 100° de 
liquide Raulin. A et B sont scellés avec la petite quantité d’air 
qu ils renferment, et la plante immergée; A’ et B’ sont fermés 
vides d’air. Les 4 ballons ont donné un seul et méme résultat; le 
développement de la plante reste stalionnaire, et au bout de 
48 heures ontrouve dans le liquide une quantité de sucrase notable, 
35 445 unités par ballon. Nous voyons done qu ici l’apparition 
de la sucrase a été produite par des causes différentes de celles 
que nous avions mises en couvre précédemment, l’immersion 
d'une part, ’absence d’oxygéne de l'autre produisant toutes deux 
Vimpossibilité de la fructification. 

Il n’y a done entre le fait de la formation des spores et celui 
de l’apparition de la sucrase dans le liquide de culture de |’As- 
pergillus aucune relation physiologique; de plus nous sommes 
peu a peu conduits a cette conclusion que la sucrase semble se 
former des Vorigine dans les cellules, pour passer ensuite dans 
le liquide, dés que les conditions de la vie deviennent défayora- 

les, quelle que soit d’ailleurs la période du développement de 
‘la mucédinée a laquelle interviennent ces conditions. Cette 
bypothse nous conduit aussi 4 admettre que le phénoméne 
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d’interversion se passe dans l’intérieur des cellules, opinion gui 
est d’ailleurs d’accord avec les idées généralement acceptées. 
Cette opinion recevra un commencement de preuve expérimentale 
si, créant a l’Aspergillus des conditions dans lesquelles l’inter- 
version du sucre en dehors de ses cellules devient difficile ou 
impossible, nous le voyons cependant arriver 4un développement 
complet, aprés une tre de difficultés dont il aura fini par 
triompher. 

Nous savons que le liquide Raulin a une acidité notable, et 
que si on offre & l’Aspergillus un liquide neutre, la premiere 
transformation chimique a laquelle donne lieu son développe- 
ment est l’acidification du milieu de culture par formation 
dacide oxalique. Arrangeons-nous de maniére a empécher le 
liquide de devenir acide et a le rendre méme légerement alcalin. 
Il suffit pour cela de mettre de la craie au fond de notre vase de 
culture et de forcer un peu la dose de carbonate de potasse que 
le liquide renferme, en ayant soind ’éviter, de plus, qu’il renferme 
la moindre trace de sucre interverti. Dans ces conditions, le 
développement de l’ Aspergillus est considérablement retardé; le 
temps pendant lequel les spores ensemencées restent inertes a la 
surface du liquide peut aller jusqu’a 5, 6 et méme 8 jours. Au 
bout de ce temps, les spores finissent par se développer, vrai- 
semblablement aux dépens des éléments qu’elles apportent avec 
elles, comme elles le feraient dans l’eau pure, et des que ce 
premier développement s’est produit, la culture suit son cours 
normal. 

Ainsi done Vacidité du milieu de culture n’est pas absolument 
nécessaire pour l’Aspergillus; l’absence d’acidité lui crée toute- - 
fois des difficultés considérables qui aménent un retard notable 
dans son développement. Mais il faut remarquer que nous 
sommes ici en présence d’un producteur énergique de sucrase, 
et qu’avec un autre étre le méme fait pourra fort bien ne pas se 
produire : il pourra arriver que ces conditions défavorables a 
linterversion qu’on lui crée 4 l’origine constituent pour lui une 
difficulté insurmontable, & moins qu’une petite quantité de sucre 
interverti, suffisante pour assurer le premier développement, ne 
soit présente dans la liqueur a l’insu de l’expérimentateur, ou 
ne puisse se produire par suite d’une légere acidité du milieu 
de culture. C’est la un fait intéressant que j’ai constaté avec la 
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mycolevure de M. Duclaux, et sur lequel j’aurai l'occasion de 
revenir plus tard. 

L’expérience que je viens de citer, ajoutée aux notions déve- 
loppées jusqu’ici, nous permet done de supposer que tout le 
phénoméne d’interversion se passe dans l’intérieur des cellules 
et que la sucrase se forme dans ces cellules des leur premier 
développement. Nous devons des lors nous proposer de faire un 
pas de plus pour transformer en une certitude fondée sur l’expé- 
rience la probabilité acquise jusqu’a présent, et essayer de 
pénétrer dans Vintérieur de la cellule, pour étudier les matériaux 
que nous y rencontrerons. 


TV. Erube DE LA SUCRASE DES CELLULES DE L’ ASPERGILLUS. 


Quels sont les moyens que nous avons & notre disposition 
pour étudier le contenu des cellules? Je ferai d’abord remarquer 
que nous ne pouyons pas employer les procédés chimiques de 
destruction des enveloppes cellulaires qui ont été utilisés par 
Negeli pour étude de la cellule de levure. La substance qui 
nous intéresse le plus pour le moment, la sucrase, ne résisterait 
pas a ce mode de traitement, qui exige le concours de la chaleur. 

Un autre procédé mérite notre examen. C’est celui quia été 
mis enlumiere par M. Gayon', quiareconnu que les dissolutions 
salines concertrées, en particulier, comme l’avait déja vu Dumas, 
le tartrate neutre de potasse, facilitent considérablement la dif- 
fusion des matiéres albuminoides et de la sucrase renfermées 
dans les cellules des étres inférieurs. J’ai cherché a mettre cette 
action & profit; elle m’a fourni quelques faits intéressants que 
jindiquerai plus loin; mais, pourle dosage delasucrase intérieure, 
j'ai dd renoncer 4 ce procédé pour plusieurs raisons. D’abord 
le tartrate neutre de potasse, qui est le sel dont l’action est la 
plus énergique, n’enleéve a la cellule qu'une partie de sa sucrase: 
de plus son action retardatrice sur l’effet de cette sucrase est 
telle que le dosage déja si délicat devient trés difficile et ne 
peut se faire que par une voie tres détournée et compliquée qui 
le rend beaucoup trop pénible. J’aurais pu essayer d'autres 
actions de substances chimiques; mais comme j’ai obtenu par 


1, Comptes rendus, t. 102, p. 978. 
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un autre moyen des résultats qui, sans correspondre peut-élre a 
des nombres tres précis, fournissent cependant des chiffres 
comparables entre eux, je me suis arrété 4 ce procédé, dans le 
détail duquel je vais entrer maintenant. 

Ce procédé est mécanique; il consiste 4 broyer le végétal, 
lavé préalablement & l’eau distillée, non pas dans un mortier, 
mais & la molette sur un plan de verre, avec une petite quantité 
d'eau et de sable. On arrive ainsi, avec un peu de pratique, a 
transformer la mucédinée en une sorte de pommade tres homo- 
gene, dans laquelle l’examen microscopique révéle la rupture 
de presque toutes les cellules; nous trouyons d’ailleurs plus 
loin un autre critérium de la valeur de ce procedé. Tel qu'il est, 
il réussit avec l’Aspergillus, dont les cellules sont de dimensions 
relativement considérables, dimensions qui les rendent plus 
accessibles que celles d’autres étres aux actions mécaniques. Le 
produit du broyage est mis en suspension dans l’eau distillée, 
avec une trace d’essence de moutarde, destinée a prévenir son 
allération, et jeté sur un fillre. Je me suis toujours arrangé de 
maniére a amener le liquide fillré, avec les eaux de lavage du 
filtre, 4 occuper le méme volume que le liquide de culture auquel 
la mucédinée broyée avait été empruntée. On recueille ainsi 
dans ce liquide la presque totalité de la sucrase des cellules, et 
c’est 1a le critérium qui permet d’apprécier la valeur du procédé. 
Si, en effet, on rajoute de l’eau sur le filtre, on recueille dans le 
liquide qui passe, apres cette opération qui, & cause de la lenteur 
de la filtration, peut étre considérée comme une véritable macé- 
ration et non comme un simple lavage, une quantité de sucrase 
qui dépasse rarement un dixiéme de la quantité renfermée dans 
le premier liquide; cette seconde quantité doit étre ajoutée a la 
premitre dans l’évaluation de la sucrase totale. [1 n’est pas 
douteux qu’aprés celte seconde filtration la quantité de sucrase 
qui reste dans la mucédinée est absolument négligeable. 

Le liquide ainsi recueilli a une acidité tres faible. Cette cons- 
tatation nous fait voir que le contenu des cellules a, du moins 
en certains points, une réaction acide, et que cette réaction est 
plus que suffisante pour neutraliser l’alcalinité des parties 
alcalines du protoplasma. En ces points acides, les conditions 
favorables a l’interversion par la sucrase et & sa conservation se 
trouvent réalisées, 
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Le liquide de broyage posséde de plus une propriété sur 
laquelle j’aurai l'occasion de revenir plus tard; il présente les 
réactions de l’albumine, en particulier la propriété de donner 
un coagulum sous l influence de la chaleur; mais le volume de 
ce coagulum semble devenir de moins en moins considérable a 
mesure que la plante avance en age. J’aurai a mettre plus tard 
ce fait en relation avec un autre fait résultant d’expériences qui 
ne sont pas encore assez avancées pour que je les publie actuel- 
Jement : c’est la plante toute jeune qui renferme le plus d’azote 
organique; sa teneur en azote va en diminuant notablement a 
mesure que son développement se poursuit. 

Indépendamment de ces éléments et de la sucrase que nous 
étudierons tout a Vheure, le liquide de broyage de l’Aspergillus 
renferme, comme on pouvait s’y altendre, du sucre interverti. 
Mais il y a un fait plus inaltendu, que je ne fais que signaler en 
passant; ce liquide renferme du saccharose difficilement dosable 
a cause de la présence de matériaux divers, entre autres de 
matieres albuminoides. Mais l’action du tartrate neutre de 
potasse, auquel je reviens comme je l’annongais plus haut, per- 
met de vérifier l’exacltitude de ce fait. Le tartrate neutre de 
potasse ne permet, en effet, qu’a un petit nombre d’éléments de 
se diffuser hors des cellules, et lorsque la plante est restée pen- 
dant quelques heures en contact avec ce sel, il arrive souvent 
qu'on a un liquide a sucrase non réducteur, mais qui prend un 
pouvoir réducteur énergique si on l’abandonne pendant quelques 
heures a la température de 56°, indice certain de la présence du 
saccharose. Il nous resterait & voir si ce fait se produit a toutes 
les périodes du développement de la mucédinée ; nous ne sommes 
pas encore en mesure d’examiner ce point. Mais si nous rappro- 
chons le fait que je viens de signaler de ceux qui vont suivre, 
nous ne pouvons expliquer cette présence simultanée de sucrase 
et de sucre non interverti dans les cellules de l’Aspergillus qu’en 
admettant, soitla localisation de la sucrase dans certaines cellules, 
soit la localisation en certains points de la cellule des conditions 
favorables a l’interversion. 

Apres avoir examiné ces quelques propriétés du liquide de 
broyage de l’Aspergillus, tournons-nous du cdté de la sucrase, 
et cherchons a voir & quelle époque et dans quelles proportions 
elle apparait dans l’intérieur des cellules. J’ai mis en train, pour 
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cette étude, 10 cultures d’Aspergillus aussi identiques que pos- 
sible, dans des fioles & fond plat de 250”, renfermant chacune 
100° de liquide Raulin stérilisé par filtration. CGhaque fiole 
renferme : 

Saccharosest:S-(.ay-yevceeneee 4 sr 44 

Acide tartrique libre..... . 0 st 170 


Au bout de 40 heures, je retire deux fioles de l’étuve, eta 
partir de ce moment, j’en retire deux nouvelles de 24 heures en 
24 heures. Les deux fioles retirées de l’étuve renferment des 
cultures identiques : leur identité est attestée par ce fait que la 
teneur en sucre, interverti ou non, des deux liquides de culture 
et leur acidité sont exactement les mémes. L’une des fioles me 
sert a déterminer le poids de végétal que j’étudie dans l’autre en 
le broyant. Voici les résultats de cette étude; en méme temps 


que les chiffres relatifs 4 la sucrase, je donne tous les renseigne-_ 


ments que j'ai déja indiqués a l’occasion d'autres expériences, 
parce quici l’examen a eu lieu régulitrement et a des périodes 
plus rapprochées de l’origine de la culture, de sorte que ces nou- 
velles données complétent dans une certaine mesure les 
anciennes. 


Durée. Sacch. S.int. Sucre cons. Acidité. Sucrase du’ Sucrase Poids de plante. 
restants. liquide. des cellules. 
gr. gr. gr. er. gr. 
1 1,36 236 0,92 0,293 2 38 0,63 
2 0,22 4163 2387 0,368 3 AT 1,263 
3 0) 0,7 3,74 0,267 5 45 1,78 
4 0 0 4,44 0,148 410 4A 1,65 
) 0 0 » Orta 43 35 1,64 


D’autres expériences, que j’omets pour ne pas allonger inu-. 


tilement cet exposé, conduisent & des conclusions tout i fait 
comparables a celles que nous avons maintenant & mettre en 
lumiére; je n’insiste que sur les faits relatifs a la sucrase, les 
autres nous étant déja suffisamment connus. 

Nous yoyons nettement que la quantité maximum de sucrase 
présente dans les cellules apparait dés l'origine, dés le premier 
développement de la mucédinée. Cette quantité va ensuite en 
décroissant lentement et assez régulitrement dans ces cellules, 
en méme temps qu'il en passe au dehors des quantités de plus 
en plus grandes. Mais il faut remarquer que la somme de la 
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sucrase extérieure et intérieure n’atteint pas le chiffre initial, et 

va, au contraire, endiminuant assezrégulitrement, sauf variation 
de quelques unités. Quel que soit le mécanisme de cette décrois- 
sance, qui correspond peut-étre a une destruction partielle de 
sucrase incomplétement compensée par une formation nouvelle, 
nous nous trouvons en présence de ce fait curieux que toute la 
sucrase que la plante pourra élaborer se trouve, comme quantité, 
formée dés lorigine du développement. ]] est important de cons- 
tater en outre que les variations de la somme de la sucrase du 
liquide et des cellules, qui sont assez faibles, ne suivent nulle- 
ment les variations de poids de la plante, qui sont considérables. 
Ainsi cette somme, qui était 60 &l’origine et correspondait & un 
poids de plante de 0% 65, tombe a 50, alors que le poids de plante 
s‘éleve a 18 25. 

La constatation de ce fait nouveau a d’autant plus d’impor- 
tence qu’elle sert, pour ainsi dire, de clef a tous les faits com- 
plexes que nous avons présentés jusqu’ici. La formation de la 
sucrase dans les cellules se présente 4 nous comme suivant une 
marche toute différente, inverse de celle que nous avons obser- 
vée pour son apparition dans le liquide de culture, et la contra- 
diction que nous observions lorsque nous avons étudié ce der- 
nier phénomeéne, entre la formation abondante de diastase et 
Vabsence de l’aliment qu’elle doit transformer, ne subsiste plus. 
Tout ce qui se passe dans le liquide de culture relativement a 
cette apparition de la sucrase doit se résumer pour nous en un 
phénoméne de diffusion, et sinous nous reportons ace que nous 
avons vu au sujet de la consommation des réserves nutritives, 
la diffusion nous apparait comme devenant de plus en plus 
facile & mesure que les éléments présents dans |’intérieur des 
cellules vont en disparaissant. 


On voit, en somme, quelle complexité présentent tous ces 
phénoménes, et combien il faut étre prudent dans leur interpré- 
tation. Les faits que nous avons cherché a mettre en lumitre 
nous montrent en particulier qu’on ne doit pas se hater de con- 
clure qu’un étre ne fabrique pas de sucrase parce qu’on n’en 
trouve pas dans son liquide de culture; en effet, méme pour 
Aspergillus, qui peut étre considéré comme un producteur 
énergique de sucrase, au moment ou le liquide de culture n’en 
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renferme que des traces insignifiantes, les cellules en contiennent 
des quantités considérables si on les compare au poids de sucre 
qu’elles ont & intervertir. Il ne faudrait pas conclure davantage 
de ce que la sucrase apparait plus tard en quantité notable dans 
le liquide, que cette apparition coincide avec celle d’une fonction 
nouvelle diastasigene ; il pourra méme se faire qu’a ce moment 
les cellules renferment beaucoup moins de diastase qu’a l’origine. 

Nous pouvons maintenant essayer d’étendre a d’autres especes 
les notions que nous venons d’établir pour! Aspergillus, et qu’on 
peut résumer dans les conclusions suivantes. Les produits qu’on 
trouve dans le liquide de culture d’un organisme peuvent ne 
donner qu’une idée trés éloignée de ce qui se passe dans la cel- 
lule elle-méme; comme c’est dans la cellule que la matieére 
alimentaire devient assimilable, c’est la que doivent étre locali- 
sées les diastases destinées a opérer cette transformation, et 
c’est la qu’il faut s’efforcer d’aller les chercher. Sans doute, le 
probleme que nous nous étions proposé de résoudre au début 
de ces recherches, a savoir de suivre la marche de la sécrétion 
d'une diastase par un organisme déterminé, devient de plus en 
plus délicat; mais il nous semble que si nous n’ayons pas encore 
& notre disposition tous les moyens a mettre en ceuvre pour 
atteindre notre but, la connaissance du point ov il faut s’appli- 
quer & chercher ces diastases nous rapproche cependant de la 
solution. 
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BACTERIDIE CHARBONNEUSE 


ASPOROGENE, 


Par BE. ROUX. 


Une des propriétés les plus importantes de la bactéridie du 
charbon est celle de donner des spores. Ces spores se forment 
dans les milieux de culture solides ou liquides, en présence de 
Yair, lorsque la température est supérieure & 16°. Le bacillus 
anthracis croit dans ces conditions, en longs filaments a linté- 
rieur desquels apparaissent les germes. 

Dans le sang et dans les organes des animaux charbonneux, 
la bactéridie ne trouve pas d’oxygene libre, aussi elle reste courte 
et ne donne jamais de spores. Seuls les bacilles, contenus dans 
le sang qui sort par les naseaux, le rectum et les éraillures de la 
peau du cadavre, arrivent au contact de l’air et peuvent faire des 
germes. 

Les spores du charbon sont tres réfringentes, elles se dis- 
tinguent facilement a l’examen microscopique et par la facon 
dont elles se comportent vis-a-vis des matiéres colorantes. 
Cependant, examen au microscope, méme de préparations 
colorées, ne permet pas de dire avec certitude qu’une culture ne 
contient pas de spores. Pour s’assurer que les bactéridies n’ont 
pas de germes, il faut les chauffer pendant quinze minutes 4 une 
température de 65° et les ensemencer ensuite dans du bouillon. 
Les filaments bactéridiens périssent a 65°, mais non les spores 
qui résistent pendant quinze minutes 4 une température de 90°. 

Les spores du charbon ne se forment pas & une température 
trop basse, elles ne se produisent pas non plus a une température 
trop haute. MM. Pasteur, Chamberland et Roux ont fait con- 
naitre, les premiers, des conditions de culture dans lesquelles 
la bactéridie ne donne pas de germes. II suffit de semer du sang 
charbonneux dans du bouillon de veau légerement alcalin main- 
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tenu a 42°,5 pour obtenir une culture sans spores. Dans ces 
conditions, les filaments bactéridiens perdent leur virulence et 
finissent par périr sans avoir fait de graines. Si on ensemence 
ces hactéridies sans spores, cultivées & haute température dans 
du bouillon mis & l’étuve a 30°, elles donnent une culture qui 
contient des germes; elles n’ont donc pas perdu I’aptitude a 
donner des spores. La culture a 42°,5 a modifié leur virulence 
dune facon définitive, mais non leur faculté sporogene. 

En 1883, MM. Chamberland et Roux ont publié’, dans les 
Comptes rendus de l’Académie des Sciences, une note dans 
laquelle ils signalent l’existence de bactéridies virulentes qui 
ont perdu d’une facon définitive la faculté de donner des spores. 
Ils ont obtenu cette race de bactéridies en cultivant du sang 
charbonneux dans du bouillon additionné de =; de bichromate 
de potasse. Les bacilles qui ont poussé pendant un certain temps 


dans ce milieu ne forment pas de germes quand on les ense-. 


mence dans du bouillon ordinaire, méme dans les conditions 
daération et de température les pius favorables a la production 
des spores. Comme ils n’ont pas perdu leur virulence, on peut 
les faire passer par un grand nombres d’animaux, cobayes, 
lapins, moutons, sans qu’ils recouvrent la faculté sporogene '*. 


(1) Comptes rendus Acad. des sc. 41883, p. 1090. 

Ce travail est peu connu, puisque tous ceux qui ont écrit depuis sur les bacté- 
ridies asporogenes n’en font pas mention. Ainsi, M. Lehman qui a publié en 
juin 1887 (Munch. med. Wochens.) une note sur les bactéridies asporogénes, croit étre 
le premier observateur qui les ait étudiées. M. Lehman avait trouvé ces bactéridies 
sans spores dans de vieilles cultures de charbon faites sur gélatine, et conseryées 
depuis longtemps au laboratoire de M. Koch. Il ne sait pas les conditions dans 
lesquelles elles s’étaient produites, c'est le hasard qui les a mises entre ses mains 

Dans un travail paru récemment (Zeitschr. f. Hyg., t. VII, 1889. p. 171), M. Behring 
annonce quwil a préparé deux variétés de bactéridies ne donnant pas de spores. 
Vune provient d'un charbon virulent étudié dans le t. VI du Zeitschrift f. 
Hygiene; elle a été obtenue par ensemencement de ce charbon sur de la gélatine 
nutritive & 8 °/o, peptonisée et salée, a laquelle M. Behring avait ajouté un peu 
d’acide rosolique. De cette culture originelle, il isola des colonies sur des plaques, et 
quelques-unes furent le point de départ de cultures de bactéridies qui montraient 
encore dans l’intérieur des filaments des grains réfringents ne se comportant pas 
comme des spores vis-i-vis des matiéres colorantes, mais leur ressemblant beaucoup 
a examen microscopique. Ces bactéridies inoculées aux animaux les firent périr, 
et, aprés quelques passages, elles étaient devenues tout-d-fait inaptes a donner des 
spores dans les cultures. M. Behring ne dit pas quelle proportion d’acide rosolique 
contenait la gélatine, il ne dit pas non plus si l’expérience a été répétée et si Pad- 


dition d’acide rosolique au milieu de cultures permet d’obtenir stirement des bacté- 
ridies sans spores. 
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Ces hactéridies asporogtnes ne sont pas seulement intéres- 
santes comme exemple des modifications permanentes que 
lon peut faire subir aux microbes, elles peuvent étre fort utiles 
aux expérimentateurs dans mainte.occasion ot ils veulent élre 
assurés d’employer des bacilles virulents sans spores. Aussi, nous 
allons décrire ici un procédé tres commode pour obtenir des cul- 
tures de bactéridies asporogeénes. 

Dans des tubes & essai contenant du bouilion de veau légére- 
ment alcalin, onajoute des quantités variables d'eau phéniquée, 
de fagon que le premier tube contienne 2/10,000 d’acide phénique, 
le second 4/10,000, et ainsi de suite jusqu’au dixitme tube qui 
renferme 20/10,000 d’antiseptique. Ainsi, un tube quelconque - 
de la série renferme 2/10,000 d’acide phénique de plus que celui 
qui le précede immédiatement; un onzitme tube, contenant 
10°¢ de bouillon pur, sert de témoin. Le yolume du liquide est 
de 10° dans tous les tubes; ceux-ci, ainsi préparés, sont stérilisés a 
Vautoclave par un chauffage a 115°. Pour éviter toute perte d’acide 
phénique pendant la stérilisation, il est bon defermer les tubes a 
la lampe au-dessus du coton dont ils sont munis. Apres refroidis- 
sement, l’extrémité supérieure des tubes est coupée; ceux-ci sont 
alors ensemencés avec une gouttelette du sang d’un animal qui 
vient de succomber au charbon. I] faut avoir soin, en faisant 
Vensemencement, de ne pas mettre desang sur la paroi, mais de 
déposer la gouttelette au sein méme du liquide, de facon quelle 
tombe rapidement au fond du tube et qu’aucune bactéridie ne 
puisse échapper a l’action de l’antiseptique. 

Les tubes ensemencés sont mis & l’étuve a 30°-33°. Les bac- 
téridies se développent d’autant plus lentement que la dose 

La seconde variété de bactéridies asporogénes étudiées par M. Behring avait 
pour origine un charbon atténué par la chaleur dans le laboratoire de M. Flugge. 
La virulence de cette bactéridie était celle d’un second vaccin. C’est en la cultivant 
sur la gélatine nutritive, additionnée de 4¢c d’'HCl normal pour 100¢¢ de gélatine, 
que M. Behring a préparé la variété sans spores. 

Dans un précédent article sur les antiseptiques et le charbon, M. Behring a 
constaté que la moitié ou le tiers des doses d’antiseptiques nécessaires pour entraver 


le développement du bacillus anthracis suffisent pour empécher ou diminuer la 
formation des spores. 

Dans leur mémoire publié en 1888, MM. Chamberland et Roux ont signalé que 
Vaddition de petites quantités d’acide phénique et de bichromate de potasse aux 
bouillons de culture dans Jesquels ona semé du sang charbonneux empéchent la 
formation des germes. M. Behring, pas plus que M. Lehmam, n’a eu connaissance 
du travail de MM, Chamberland et Roux. 
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Wacide phénique est plus forte. La cullure est toujours moins 
abondante dans les bouillons phéniqués que dans le bouillon 
ordinaire, elle se fait en général en flocons qui restent dans la 
profondeur, sion n’agite pas les tubes; d’autres fois le développe- 
ment se produit dans toute Ja masse du liguide et lui donne un 
aspect trouble; c’est surtout dans les lubes les plus riches en 
antiseptique que cette apparence se produit. | 

Il faut éviter que la bactéridie vienne se cultiver ala surface du 
liquide en formant une couronne adhérente a Ja paroi du verre. 
Les bacilles qui croissent ainsi aularge contact de air, en dehors 
du liquide antiseptique, ne tardent pas 4 donner des germes, 
principalement dans les tubes les plus pauvres en acide phénique. 
Lorsque ces flocons superficiels se produisent, on les immerge 
en agitant un peu. Le bouillon a 20/10,000 d’acide phénique 
reste stérile, et Jes bacilles ensemencés y meurent rapidement. 

Apres huit a dix jours, on préléve un peu de la culture dans 
chacun des tubes et on la chauffe pendant guinze minutes a 65°, 
puis on seme celte portion chaulfée dans du bouillon de veau 
ordinaire. Dés le lendemain, les ensemencements faits avec le 
tube témoin et le tube & 2/10,000 se montrent fertiles. Ceux 
faits avec le tube a 4/10,000 et le tube a 6/10,000 donnent 
souvent une culture les jours suivants, mais les autres restent 
inféconds pour la plupart, et montrent ainsi que la bactéridie 
ensemencée était sans spores. 

La proportion d’antiseptique nécessaire pour empécher la 
formation des spores varie avec la composition du bouillon, 
Vorigine de la bactéridie, la facilité d’acces de l’air dans la cul- 
ture’. C’est pour cela qu'on prépare toute une série de tubes qui 
ne different entre eux que par de tres faibles quantilés croissantes 
@acide phénique. Il y a souvent des résultats imprévus dans 
ces expériences, on voit par exemple un tube a 6/10,000 d’acide 

1. Dans les cultures phéniquées tres aérées, la bactéridie ne perd pas aussi ra- 
pidement l’aptitude a faire des spores que dans les cultures ot le renouvellement 
de lair se fait difficilement, Aussi la forme des vases‘de culture n'est pas sans in- 
fluence sur les résultats. Ainsi, dans le mémoire cité de MM. Chamberland et Roux, 
on dit que du sang charbonneux semé dans du bouillon additionné de 4/600 d’a- 
vide phénique, donnait une culture qui, apres 29 jours, ne contenait pas de spores, 
mais qui, ensemencée dans du bouillon ordinaire, formait des germes. Si cette expé- 
rience semble en contradiction avec celles que nous venons de rapporter, c’est que, 


en 1883, nos flacons de culture étaient trés aérés, tandis que nous avons opéré aujour- 
(hui dans des tubes ou le bouillon s'aére peu, parce qu’il est en grande épaisseur. 
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phénique ne pas donner de spores, tandis qu’un autre & 10/10,000 
en contiendra, bien que tous deux aient été ensemencés avec le 
méme sang charbonneux '. 


La bactéridie ne perd pas subitement la faculté de faire des 
spores; sion la retire du milieu antiseptique apres trois ou quatre 
jours de culture seulement, elle donne des germes quand on 
Yensemence dans un bouillon non antiseptisé. Pour qu'elle 
devienne asporogéne, il faut que le contact aveo l’antiseptique 
soit assez prolongé ?. 


4. Expérience. — Le 24 octobre 1888, on prépare des dilutions d’acide phé- 
nique dans du bouillon de veau légérement alcalin, préparé avec une partie de 
viande et deux parties d’eau. Ces dilutions sont faites dans des tubes 3 essai, 
chacun contient 1+ de liquide. Le n° 1 renferme 2/10,000 d’acide phénique, le 
n° 2 4/ 10,000, le n° 3 6/ 10,000, le n° 4 8/10,000, le ne § 10/40,000, le n° 6 12/ 10,000, 
le n° 7 16/10,000, le ne 8 20/40,000, le n° 9 contient du bouillon pur. Tous ces 
tubes sont munis de tampons de coton, fermés a la lampe au-dessus du coton et 
chauffés a 115° pendant un quart d’heure pour les stériliser. 

Le 25 octobre, on ensemence tous les tubes avec un peu du sang d’un cobaye 
mort du charbon. 

Le 26 octobre au matin, le tube témoin offre une belle culture floconneuse de 
bactéridie. Le soir, le tube 4 2/40,000 montre un beau flocon. Le 27 octobre, dans 
fa soirée, on s’apercoit que 4/10,000 et 6/10,000 ont cultivé. Les tubes 10/10,000, 
42/410,000 contiennent une culture le 29 octobre; le tube 8/10,000 a cultivé dans 
la soirée du méme jour. Les tubes 16/40,000 et 20/10,000 n’ont pas donné de 
culture les jours suivants. 

_Le 6 novembre, on séme directement les cultures phéniquées dansdu bouillon 
- sans les chauffer. Le lendemain il y a des cultures dans les tubes ainsi ensemencés, 
les semences qui viennent des tubes 2/10,000, 4/40,000, 6/ 10,000 donnent de beaux 
flocons, celles des tubes 8/10,000, 10/10,000, 12/10,000 produisent un trouble géné- 
ral du liquide qui contient des bactéridies trés courtes qui se groupent en flocons 
seulement apres quelques jours. 

En méme temps, on chauffe pendant 15’ 4 65° un peu de la culture prélevée 
dans les tubes phéniqués et dans le tube témoin, et on ensemence dans du bouil- 
lon. Le 9 novembre, Jes bactéridies chauffées du tube témoin, du tube a 2/ 10,000 
ont donné une culture; le 9 novembre, celles des tubes 4 4/10,000 et 6/10,000 ont 
également poussé. Les hactéridies chauffées des tubes a 8/10,000, 10/10,000, 
42/10,000 sont infécondes; elles ne contenaient pas de spores. 

Le 24 novembre, on chauffe & 65° les cultures du 6 novembre, obtenues en 
ensemencant directement les tubes phéniqués a 8/410,000, 10'40,000 et 42/ 10,000 
qui n’avaient pas de spores, et on les ensemence dans du bouillon. Ces ensemence- 
ments, aprés chauffage, restent stériles; donc, aprés 15 jours de séjour a I’étuve 
4 33°, les bactéridies, issues des bactéridies phéniquées, n’avaient pas de spores. 
Elles n’en contenaient pas davantage aprés 206, 25 et 30 jours, et les cultures 
successives que l'on a obtenues avec elles sont toujours restées asporogénes. Depuis 
le mois de novembre 1888, les bactéridies ont passé a travers le corps de plus de 
vingt cobayes et de vingt lapins, sans retrouver leur aptitude 4 faire des germes. 


2. Exprrrence. — Le 30 juillet 1889, on prépare, comme il a déja été dit, des 
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Ensemencons dans du bouillon ordinaire, et sans les chauffer, 
les cultures phéniquées gue nous avons reconnu ne pas con- 
tenir de spores. Le développement est rapide a 33°, et les cul- 
tures filles n’ont pas de germes, méme aprés un temps tres 
long; elles périssent sans en avoir formé. Nous pouvons faire 
des générations successives de ces bactéridies soit dansle bouil- 
lon, soit sur la gélatine, sur la gélose nutritive, soit sur le 
sérum coagulé ou dans le sérum liquide, sans qu’elles donnent 
des spores. Elles n’ont cependant pas perdu leur virulence; ino- 
culées aux cobayes, elles les tuent en 30 4 36 heures, et font 
mourir les lapins en 48 a 60 heures. Au point d’inoculation, 
loedeme est trés étendu chez le cobaye, il est presque toujours 
plus considérable que celui qui est causé par la bactéridie ordi- 
naire. Quand on fail passer cette bactéridie asporogéne a travers 
un grand nombre de cobayes et de lapins, en inoculant le sang 
dun animal qui vient de mourir a un animal.sain, elle ne 
reprend pas son aptitude a faire des spores dans les cultures, 
bien que sa virulence ait augmenté. 


tubes de bouillon phéniqué et on les ensemence, en méme temps qu'un tube 
témoin, avec du sang d’un lapin mort du charbon. 

Le 34 juillet, cultures dans le tube témoin et les tubes 2/40,000 et 4/40,000. 
Le 1° aotit, dans les tubes 6/10,000 et 8/10,000. Le 2 aott, dans le tube 12/40,000. 
Le 5 aout, dans le tube 16/10,000 

Le tube 20/40,000 reste stérile. Dans les tubes phéniqués la culture a commencé 
par un trouble général produit par, des bactéridies trés courtes, qui ont donné 
ensuite des flocons que l’on a tenus immergés. 

Le 3 aout, on fait deux prises daus chacune des cultures phéniquées; lune est 
ensemencée directement dans du bouillon, autre est ensemencée aprés chauffage 
4 65° pendant 45 minutes. Les semences non chauffées ont toutes poussé dés le 
4 aout, Parmi les semences chauffées, celles puisées dans le tube témoin, Je tube 
a 2/10,000 et le tube a 12/40,000 donnent seules des cultures. Donc, aprés 4 jours, 
ces tubes contenaient des germes, les autres tubes phéniqués n’en avaient pas. 

Le 9 aolit, on vérifie par des ensemencements, aprés chauffage & 65°; ces tubes _ 
n ont toujours pas de spores; les cultures filles issues de ces tubes, a partir de cette 
date, n’en ont pas donné dans la suite, Aprés 40 jours de culture, en présence de 
lantiseptique, les bactéridies avaient perdu définitivement la propriété sporogéne. 

Le 3 aotit, on a ensemencé toute la série des tubes phéniqués, directement, 
sans chauffage, ces cultures filles sont gardées A V’étuve a 33° jusqu’au 15 aot. On 
fait alors une prise dans chacune d’elles, ces prises sont portées & 63° pendant 
15 minutes et ensemencées ensuite dans du bouillon. Le 16 aotit, tous ces ense- 
mencements se sont montrés féconds. Donc, aprés 4 jours de culture dans les 
bouillons phéniqués, les bactéridies, qui n’avaient pas formé de spores dans ces 
milieux, n’ayaient cependant pas perdu encore la propriété de faire des germes ; 
leur contact avec Vantiseptique n’était pas assez prolongé. Aprés 10 jours de culture 
dans les bouillons antiseptisés, elles sont devenues définitivement asporogénes. 


ps as Ga ag NS a ee is ala 
& ; aa : a 7 ‘ > 


‘ 


BACTERIDIES ASPOROGENES. 31 


Du sang d’un lapin qui venait de succomber au charbon 
asporogene, fut étalé sur la paroi d’un flacon flambé, fermé par 
un tampon de coton, et laissé ainsi, pendant 15 jours, large- 
ment au contact de lair, dans une chambre humide, a l’étuve 
a 30°, sans qu'il s’y forme de spores. On sait cependant que 
du sang charbonneux ordinaire produit rapidement des germes 
dans ces conditions. L’humeur aqucuse de l’eil du lapin ou du 
mouton est un liquide de culture particulitrement favorable & 
la formation des germes du charbon; la bactéridie ordinaire y 
donne déja, apres 12, heures, de beaux germes résistant & un 
chauffage de 15’a 90°; la bactéridie asporogéne reste privée de 
spores, méme cultivée dans l’humeur aqueuse, fratche et aérée. Il 
nes’agit donc pas d’une modification passagere du bacillus anthra- 
cis, mais bien d’un changement permanent, héréditaire, et nous 
ne connaissons jusqu’ici aucun moyen de rendre aux bacilles 
modifiés l'aptitude a faire de nouveau des spores. i 

L’aspect des cultures de bactéridies asporogénes est assez 
semblable a celui des cultures de bactéridies ordinaires. Dans le 
bouillon, elles donnent des flocons plus faciles 4 désagréger ; 
les ea de la bactéridie asporogéne sont moins ines ils 
sont aussi un peu plus gréles, ils contiennent souvent dans leur 
intérieur des grains réfringents plus petits que les spores et ne 
résistant pas a la chaleur. Au début de la culture, les filaments 
sont transparents et prennent bien les matitres colorantes; a 
mesure que la culture vieillit, beaucoup d’entre eux deviennent 
granuleux, se renflent et se colorent mal. Cultivés sur la géla- 
tine, les bacilles asporogénes nous ont paru la liquéfier moins 
rapidement que les bacilles virulents ordinaires. 

Le bouillon dans lequel poussent les bactéridies sans spores 
se colore moins & l’étuve et donne des cristaux de phosphate 
ammonijaco-magnésien moins abondants que celui qui a nourri 
le charbon ordinaire. Les cultures asporogénes finissent par périr 
& 33° apres un temps plus ou moins long, mais qui dépasse en 
eénéral un mois. Si, apres quelques jours de séjour a l’étuve, on 
les met a la température de la chambre, elles restent vivantes 
beaucoup plus longtemps. Nous ayons conservé ainsi des bac- 
téridies sans spores qui, ensemencées dans du bouillon, ont 
donné des cultures apres 155 jours ; elles ne contenaient cepen- 
dant aucun germe, puisque chauffées pendant 15 minutes a 
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65°, elles restaient stériles. Dans d’autres expériences, ces cul- 
tures sans spores, restées dans une armoire du laboratoire, 
étaient encore vivantes apres 81 jours; une culture sur gélose 
n’était pas morte aprés 47 jours. Dans ces vieilles cultures, il 
reste tres peu de bacilles vivants. Pour les rajeunir il faut les 
ensemencer en assez grande quantité, et quelquefois ce n’est 
qu’apres plusieurs jours quel’on apercoit un développement. 

La virulence de ces cultures sans spores se conserve jusqu au 
moment ou elles périssent. Une culture que l’on obtient peu de 
temps avant la mort des filaments est active et tue les cobayes 
et les lapins. Dans les cultures méres, au contraire, faites en 
présence de l’antiseptique, il y a une diminution de la virulence, 
ainsi que MM. Chamberland et Roux |’ont montré depuis long- 
temps. Les cultures filles, issues des cultures phéniquées agées de 
8 jours environ, c’est-a-dire a un moment ou Ja perte de virulence 
est. peu marquée, ne s’affaiblissent pas d'une fagon sensible dans 
les cultures successives dans le bouillon. Cependant, il semble 
que ces bactéridies sans spores soient dans des conditions parti- 
culitrement favorables a Vatténuation, puisqu’elles restent expo- 
sées a l'état de filaments au contact de l’air a la température 
de l’étuve. C’est en effet & l’action de lair sur le mycelium sans 
spores de la bactéridie que MM. Pasteur, Chamberland et 
Roux ont attribué l’atténuation de la virulence des bactéridies 
cultivées & 42°,5. Ces deux conditions, absence des spores et 
action continue de l’air sur les filaments, sont réalisées dans nos 
cultures asporogeénes, et cependant celles-ci ne sont pas atténuées. 
fl faut en conclure que l’action de l’air a la température de 33° 
n’est pas assez énergique pour produire la diminution de viru- 
lence; elle doit étre exaltée par une température plus élevée. I] 
serait intéressant de savoir a quelle température il faut faire la 
culture pour atténuer ces bacilles sans spores, 

On peut aussi obtenir des bactéridies atténuées asporogenes, 
soit en ensemencant, comme l’a fait M. Behring, des bacilles déja 
atténués dans un milieu qui contient une petite dose d’antisepti- 
que, soit en prolongeant le contact des bacilles virulents avec 
Vacide phénique dans la méthode que nous venons d'indiquer. 
Pour avoir des bactéridies asporogénes virulentes, nous avons 
ensemencé du sang charbonneux dans du bouillon phéniqué, et 
apres 8 a 10 jours de culture, nous avons prélevé un peu de 
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semence dans les tubes a antiseptique qu’un chauffage a 65° nous 
avait montré ne pas contenir de germes. Les bacilles sont restés 
trop peu de temps en contact avec l’antiseptique pour avoir été 
profondément modifiés dans leur virulence, et les cultures filles 
ainsi obtenues sont sans germes et tuent encore les cobayes et les 
lapins. Si nous laissons la hactéridie en présence de l’antiseptique 
pendant un temps suffisant, elle diminuera de virulence, ainsi 
que cela est bien connu, et nous aurons ainsi une bactéridie inca- 
pable a la fois de donner des spores et de tuer des animaux. 
Parmi les bacilles donnant des spores, celui du charbon n'est 
probablement pas le seul qui puisse perdre sa faculté sporogene. 
Par des procédés semblables 4 ceux que nous venons d’indiquer, 
on pourra peut-étre préparer un bacillus subtilis sans spores. 
Ces bactéridies asporogénes nous donnent un nouvel et tres 
intéressant exemple des modifications permanentes, héréditaires, 
que l’on peut faire subir aux microbes. Depuis les travaux du 
laboratoire de M. Pasteur, on sait que la virulence est une qua- 
lité que les microbes peuvent perdre et acquétir, et que les pro- 
priétés pathogénes ne sont pas suffisantes 4 caractériser une 
espece. Les caracteres morphologiques ne sont pas immuables 
non plus. La maniére dont la bactéridie donne des spores, la 
résistance de celles-ci aux divers agents, la fagon dont elles ger- 
ment dans les milieux convenables ont été regardées, depuis que 
Yon connait la bactéridie, comme des particularités trés caraclé- 
ristiques. Et cependant la fonction sporogéne de cette bacté- 
ridie peut étre modifiée au point qu’on la fait disparaitre sans 
retour. L’action des antiseptiques n’est probablement pas la seule 
qui fasse perdre au bacillus anthracis aptitude a faire des spores. 
M. Lehman n’ayait point ajouté d’antiseptique dans les cultures ot 
ila trouvé des bactéridies asporogeénes; il ne sait & quelle influence 
attribuer cette modification, qui s’est produite en dehors de I’in- 
tervention de l’expérimentateur. Il n’est done pas téméraire de 
penser que, dans la nature, des conditions puissent étre réalisées 
qui transforment, 4 notre insu, des bactéridies ordinaires en 
bacilles atténués et asporogénes. L’expérimentateur qui ren- 
contrerait un semblable bacille serait fort embarrassé de recon- 
naitre en Jui la bactéridie du charbon. Il n’aurait pas la moindre 
hésitation pour en faire une espece saprophyte, sans parenté 
aucune avec le bacillus anthracis. Il faut, en effet, avoir suivi 
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pas & pas, dans des expériences bien conduites, toute la série des 
changements de la bactéridie pour étre assuré que le microbe 
inoffensif et sans spores est le virus charbonneux. Les microbes 
sont plus faciles Amodifier qu’on nel’admet généralement. C’est 
& grand’peine, en effet, si, dans nos laboratoires, nous les con- 
servons avec leur aspect caractéristique, dans des conditions de 
culture déterminées cependant aussi rigoureusement que pos- 
sible. Aussi, il ne faut pas déclarer & la hate que deux microbes 
sont sans parenté parce que l’apparence de leurs colonies n’est 
pas tout &fait laméme et qu’ils liquéfient la gélatine plus rapi- 
dement l’un que l’autre. Que sont ces différences si on les com- 
pare a celles qui existent entre le charbon atténué asporogene 
et le charbon virulent & spores? Insignifiantes en vérité, et elles 
ne sauraient autoriser l’expérimentateur a regarder comme 
issues de souches différentes, deux organismes microscopiques 
tres semblables sous d’autres rapports. Les dissemblances entre 
des microbes de méme origine tiennent sans doute aux vicissi- 
tudes diverses qu’ils ont éprouvées, et aux incidents d’un passé 
que nous ne connaissons pas. ll suffit que nous soyons avertis par 
quelques exemples bien démontrés pour ne plus attacher trop 
d’importance a des caracteres fragiles et 4 des distinctions arti- 
ficielles. 

Si les travaux sur l’atténuation des virus nous prouvent que 
les microbes mortels peuvent devenir inoffensifs, d’autre part, le 
retour & la virulence de ces microbes atténués nous donne 2 
penser qu’un microbe saprophyte peut devenir virulent. Les 


organismes pathogenes que nous connaissons aujourd’hui sont. 


peut-étre d’anciens saprophytes adaptés progressivement a la 
vie parasilaire. Ces idées, déja énoncées bien souvent ', expli- 
quent l’intérét que les biologistes et les pathologistes attachent 
aux expériences qui fournissent des exemples bien établis de ces 
modifications permanentes des microbes. C’est pourquoi nous 
avons donné avec quelques détails la fagon d’obtenir des bacté- 
ridies asporogenes. 


1. V. MM. Pasteur, Chamberland et Roux, Comptes rendus, 28 février 1884, et 


Chauveau, Archiv. de méd. expériment., mars 1889. 
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REVUES ET ANALYSES 


DEUX TRAVAUX DU LABORATOIRE DE M. BAUMGARTEN 
DIRIGES CONTRE LA THEORIE DES PHAGOCYTES. 


REVUE CRITIQUE, 


. Fanrennorz. Contributions a la critique de la théorie des phago- 
cytes de Metchnikoff, en se basant sur ses propres recherches 
sur les spores du charbon chez la grenouille. Konigsberg; Diss. 
inaug. 1889, — E. CzapLewski. Recherches sur limmunité des 
pigeons contre le charbon. Konigsberg ; Diss. inaug. 1889. 
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M. Baumgarten ne s’est pas borné a ses objections a priori contre 
la théorie des phagocytes. Il sort encore de son laboratoire de Keenigs- 
berg une série de travaux, faits sous sa direction parses éléves, et ayant 
pour but de démontrer la fausseté de cette théorie. Tels sont les 
deux mémoires mentionnés en téte de cet article, et qui ont paru dans 
le courant de l’année qui vient de s’écouler. 

Le premier, celui de M. Fahrenholz, a pour objet la critique 
expérimentale de mes reeherches sur la croissance des bactéridies dans 
lorganisme des grenouilles réfractaires au charbon. 

Comme une des preuves principales du réle des phagocytes dans 
Vimmunité, j’ai apporté le fait que les bactéridies se développent chez 
les grenouilles réfractaires dans les cas ot les phagocytes sont tempo- 
rairement éliminés. Ainsi elles poussent dans la chambre antérieure 
de V’ceil et sous la peau, si on les introduit dans ce dernier endroit 
enyeloppées dans des sacs de papier, de la moelle de roseau ou des 
portions de la membrane de l’intestin. M. Fahrenholz a répéte mes 
expériences, mais avec un résultat tout a fait négatif dans Ja grande 
majorité de cas. D’aprés lui, les spores de bactéridies introduites sous 
la peau, soit directement, soit dans une membrane diffusante, ou bien 
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introduites dans la chambre antérieure de |’eeil, ne poussent Jamals a 


une température moyenne de 22°. Ce n’est qu’a une température 
de 25-279 C. que commence la germination des spores contenues dans 
des membranes diffusantes ; mais la lymphe qui passe & travers cette 
membrane doit étre considérée comme altérée. Dans tous les points 
infectés, la proliferation ne s’opére que lorsque la grenouille est main- 
tenue pendant un ou deux jours 4 une température constante de 30-400. 

De ces données, M. Fahrenholz tire la conclusion que les globules 
blancs ne sont pour rien dans l'immunité des grenouilles ala tempeéra- 
ture ordinaire de la chambre. Il attribue cette immunité ala médiocre 
qualité du milieu nutritif de lorganisme, et ensuite ace que la tempé- 
rature est trop basse. En chauffant un peu, on change la qualité du 
liquide de Vorganisme, et Ja bactéridie pousse ; c’est ainsi qu’on proyo- 
que la croissance du vibrion du choléra sur Ja pomme de terre, 
milieu défavorable & ce microbe a des températures plus basses. 

Si on étudie les faits apportés par M. Fahrenholz, et si on les 
compare aux miens, on trouvera facilement que la différence des 
résultats n’est pas du tout fondamentale. D’abord il y a la question de 
Ja température. Dans mes expériences, les spores protégées, de la facon 
que j'ai indiquée, contre lagression des phagocytes, poussaient a des 
températures entre 17 et 22°. Chez M. Fahrenholz elles ne poussaient 
qua des températures de 25 a 27°. Le résultat essentiel, c’est-a-dire 
la croissance de bactéridies introduites dans du papier et l’absence 
de croissance de bacilles non protégés par le papier, a donc été confirmé 
par M. Fahrenholz. Mais tandis que mes expériences ont été faites 
pour la plus grande partie en été, M. Fahrenholz a fait les siennes 
exclusivement en hiver. Pour soumettre ses grenouilles 4 une tempé- 
rature de 22°, il les mettait dans le voisinage d’un poéle chauffé, 
aupres duquel, d’aprés ses propres aveux, la température haissait & 15° 
dans la majorité des cas pendant la nuit, pour monter ensuite A 25-270 
{p: 23). Quelquefois la température ambiante des grenouilles montait 
jusqu’a 30-38", et méme 42°, ce qui amenait la mort de ses animaux 
d’expérience. 

Comme preuve la plus évidente de l'influence facheuse, et compro- 
meltante pour tout le travail, des mauvaises conditions de chauffage- 
dans les expériences de M. Falrenholz, Je puis citer les faits annoncés 
par lui-méme, que, dans ses cultures de controle faites dans la gélatine, 
les bactéridies ensemencées ne commengaient & pousser qu’au bout 
de sept jours et encore faiblement (voir p. 10 et 17). Il n’est pas éton- 
nant que, dans des conditions pareilles, les spores introduites dans 


Vorganisme des grenouilles rencontrent les plus grands obstacles a 
se développer. 
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Les températures auxquelles a travaillé M. Fahrenholz pourraient, 
a elles seules, expliquer l’insuccés de la plupart de ses expériences. Mais 
il y a encore d’autres sources d’erreurs. Ainsi les spores employées 
par lui étaient, pour la plupart, de mauvaise qualité. Il s’est d’abord 
servi de spores vieilles de six ans, et dont la propriété germinatrice 
était, par conséquent, trés affaiblie. Pour éviter cet inconvénient, 
M. Fahrenholz a préparé des spores fraiches; mais tantét les bacté- 
ridies, employées pour cela, étaient envahies par des masses d'autres 
microbes (stark verunreinigte Cultur), tantot les spores étaient diluées 
avec une trop grande quantité d’eau, de sorte que les fils de soie étaient 
trop peu chargés de spores. Comme preuye de la mauvaise qualité de 
son virus, je peux citer le fait qu’une souris inoculée par lui, avec 
ses spores fraiches, n’est morte qu’au bout de 50 heures. 

Le travail de M. Fahrenholz contient un grand nombre d’autres 
faits démontrant Vinsuffisance de ses méthodes. Ainsi il cite une 
expérience dans laquelle les fils de soie introduits dans l’ceil ne purent 
étre retrouvés, et une autre dans laquelle la grenouille inoculée a 
disparu. 

On pourrait s’étonner que des expériences faites de Ja facon 
indiquée aient pu (dans des cas trés rares, il est vrai, ) donner des résultats 
positifs, qui concordaient avec les miens. Si M. Fahrenholz les avait 
faites dans des conditions plus convenables, il aurait sans doute aussi 
bien confirmé la justesse de mes données que M. Lubarsch * qui a 
obtenu a plusieurs reprises le méme résultat que moi. 

M. Fahrenholz, qui, endéfinitive, n’a pu nier le fait de lacroissance 
des bactéridies introduites dans des paquets de papier a filtrer sous la 
peau de grenouilles réfractaires, altribue cette croissance aux change- 
ments de la lymphe passée a travers le papier. Nous n’avons pas besoin 
de discuter cette assertion, parce que M. Fahrenholz ne l’émet que d’une 
facon absolument arbitraire, sans l’appui de preuves quelconques. 

Afin d’expliquer la divergence de nos résultats, M. Fahrenholz 
suppose que dans mes expériences la température s’élevait au-dessus 
de 22°, ce qui facilitait la germination des bactéridies. Je suis en 
mesure d’affirmer que celte supposition n’est pas exacte; dans beau- 
coup de mes expériences la température n’atteignait méme pas 22°, 
et restait jour et nuit a 17-20°. 


1. Centralblatt fur Bacteriologie und Parasitenkunde, t. V1, n° 19. Comme seute 
différence avec mes résultats, M. Lubarsch mentionne le fait que, dans ses expériences, 
les spores introduites directement sous la peau restaient, pendant 24 heures, pour 
ia plupart en debors des cellules. Mais, dans son article, les détails 4 ce sujet man- 
quent complétement : je ne puis donc pas trouver la cause du fait observé par lui. 
Peut-ctre s’agit-il de spores pour la plupart vieilles, ou de l’influence d'une tempé- 
rature trop basse, 
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Les recherches de M. Czaplewski ont été d’abord rapportées dans 
un article de M. Bawmgarten ‘, ce qui prouve la solidarité compléte 
du maitre avec son éleve. 

Le résultat principal de ces recherches est d’établir le fait que les 
pigeons doivent leur immunilé contre le charbon a des raisons tout 
autres que l'intervention des phagocytes. 

D’apresM. Czaplewski, lespigeons sont, pour la plupart, réfractaires 
au charbon. Seuls, les jeunes individus ou peut-étre les représentants 
de races spéciales présentent une exception a cette régle. 

Les bactéridies injectées dans l’organisme des pigeons réfractaires 
périssent au bout d’un temps trés court, souvent déja quatre heures 
aprés l’inoculation. Cette destruction s’opére toujours pendant le 
séjour des bacilles dans les humeurs de ]’animal. Jamais on n’observe 
de relation des bacilles injectés avec des cellules, soit avec des leuco- 
cytes, soit avec des cellules fixes. Méme les débris des bactéridies ne 
peuvent étre retrouvés avec certitude dans l’intérieur des cellules. La 
seule exception se présenta chez deux pigeons morts du charbon : au 
point d’inoculation, M. Czaplewski a pu distinguer un nombre assez 
considérable de leucocytes contenant des bacilles bien conservés. 

Aprés avoir éliminé ainsi les phagocytes comme agents de la des- 
truction des bactéridies chez les pigeons réfractaires, M. Czaplewski 
s'est demandé si ce n’était pas le pus qui détruisait les bacilles par ses 
produits chimiques, conformément a la supposition de M. Christmas- 
Dircking-Holmfeld. En observant qu’autour des bactéridies injectées, il 
ne se produisail pas, chez les pigeons, de pus proprement dit, M. Cza- 
plewski a dt rejeter cette supposition. L’expérience sur une souris 
inoculée avec un mélange de bactéridies et de staphylococcus aureus, 
confirma cette maniére de voir, car la souris contracta le charbon 
malgré la suppuration. 

Ainsi donc, M. Czaplewski s’inscrit & la fois contre la théorie des 
phagocytes et contre la théorie de influence chimique de la suppura- 
tion, et il résume son travail en disant qu’il lui a été impossible de 
déterminer la cause véritable de l’immunité des pigeons contre le 
charbon. 

Le travail de M. Czaplewski ayant déja été cité par plusieurs auteurs 
(M. Petruschky et autres), comme un argument de fait contre la 
théorie des phagocytes, je crois devoir en faire la critique. 

D’abord Je dois remarquer que M. Czaplewski a tort dignorer la 
bibliographie de son sujet d’études, bien qu’elle soit encore trés res- 
treinte. Dans un travail de M. Hess *, travail exécuté dans le laboratoire 


4. Centralblatt fir klinische Medicin, 4888, n° 29, p. 546; 
2, Archives de Virchow, 1887, t. CIX, p. 379,-380. 
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de M. Recklinghausen et reconnu comme trés consciencieux, M. Cza- 
plewski aurait pu trouver le fait que, dans l’organisme d’un pigeon 
réfractaire au charbon, les bactéridies introduites ont été, au bout de 
peu de temps, absorbées en grand nombre par des leucocytes. Dans 
un autre travail, celui de M. Nuttall ‘, M. Czaplewski aurait pu puiser 
la notion que le sang du pigeon, extrait de l’organisme, permet une 
culture abondante de bactéridies, qui poussent A partir de deux heures 
et demie aprés l’ensemencement. 

Ainsi il existait déja, avant la publication des données purement 
négatives de M. Czaplewski, des observations positives au sujet del’im- 
munité des pigeons et du rdle des phagocytes dans cette immunité. 
Mes recherches personnelles, exécutées sur plus de vingt pigeons, ont 
complétement confirmé les assertions de M. Hess et sont en désac- 
cord avec celles de M. Czaplewski. La phagocytose chez les pigeons, 
inoculés avec la bactéridie charbonneuse, est tellement prononcée, que 
je puis la recommander comme l’exemple le plus démonstratif de la 
destruction des microbes par les cellules. Ce qui est surtout inté- 
ressant dans cet exemple de lutte, c’est que les bactéridies sont en 
grande partie englobées et détruites par les macrophages, grandes 
cellules possédant un noyau unique et un protoplasma se colorant 
facilement avec les couleurs d’aniline. Ces cellules sont tellement 
abondantes qu’elles ont di, sans aucun doute, se trouver aussi sur les 
préparations de M. Czaplewski. Il est inconstestable pour moi que les 
« petits amas, dans lequels les bacilles sont accolés les uns aux 
autres », mentionnés plusieurs fois par M. Czaplewski, (p. 14,15,16, 
17,21), ne sont autre chose que les macrophages remplies de bactéridies. 
Le noyau de ces phagocytes a di échapper 4 M. Czaplewski, ou bien il 
n’était pas suffisamment coloré dans ses préparations. 

En outre del’insuffisance des observations de M. Czaplewski, en ce 
qui concerne les « amas » mentionnés, je dois citer encore, comme 
source d’opinions erronées, le fait que dans un trop grand nombre 
de ses expériences il s’est développé des microbes étrangers, notam- 
ment des coccus. Or on sait, depuis les recherches de M. Pasteur, que 
Vinvasion de bactéries étrangéres peut exercer une action nuisible 
sur les bactéridies. Il n’est donc pas étonnant que les bacilles char- 
bonneux, trouvés par M. Czaplewski dans la peau au voisinage des 
staphylococcus, eussent un aspect dégénéré, quoique se trouvant 
libres en dehors des cellules. 

Iin résumé, je suis obligé de dire que les deux travaux du labora- 
toire de M. Baumgarten ont été exécutés de maniére a laisser sans 


4. Zeitchrift fiir Hygiene, t. IV, p. 878, expérience ne 12, 
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preuves les vecuiiats annoncés par les auteurs, ainsi que par leur 
maitre lui-méme. 


Ma revue était déja terminée quand j’ai recu la premiére livrat- 
son du septiéme volume des Beitrdge zur pathologischen Ana- 
tomie, rédigées par M. Ziegler, et renfermant la réimpression de la 
these de M. Czaplewski, sur Vimmunité des pigeons contre le char- 
bon, et un article de M. Baumgarten, « sur l’expérience cruciale 
de la théorie des phagocytes ». Il résulte de ce dernier article que les 
expériences de M. Fahrenholz (analysées dans cette revue) ont été 
faites en commun avec M. Baumgarten lai-meme. Celui-ci les rapporte 
d'une maniére trop succincte, et pas tout a fait conforme avec les 
données de M. Fahrenholz. Ainsi M. Baumgarten affirme que dans 
leurs expériences Jes grenouilles étaient maintenues 4 une température 
« presque constante de 22° », tandis gue M. Fahrenholz avoue lui- 
méme que pendant la nuit, elle baissait dans la plupart des cas 
jusqu’a 15°. M. Bawmgarten déclare aussi que les ensemencements de 
controle sur lesmilieux nutritifs donnaientdes cultures, « abondantes», 
tandis que des données apportées par M. Fahrenholz, il s’ensuit que 
ces cultures poussaient avec une lenteur et une pauvreté extraordi- 
naires. 

M. Baumgarten développe, en outre, la thése de son éléve sur la trés 
grosse différence entre la lymphe normale et la lymphe passée a 
travers le papier a filtrer, mais sans apporter de preuves quelconques. 

Puisque mon adversaire attribue un si grand réle aux expériences 
quil a exécutées avec son éléve, il devrait bien réimprimer aussi, dans 
un journal aussi répandu que les Bevtrdge de M. Ziegler, la thése de 
M. Fahrenholz, qwil est tres difficile de se procurer chez les libraires. 
Tout le monde pourra alors juger de la valeur des Banus et porter 
sur le travail un Jugement indépendant. 


EK. Metcnnikorr. 
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LE FILTRAGE DES HAUX. 


REVUE CRITIQUE. 


Darcy. Les fontaines publiques de Dijon, Paris, 1862. — Ductaux. 
Recherches sur l’6coulement des liquides A travers les espaces capil- 
laires. Ann. de Ch. et de Phys., t. 25, 1872. — Brunuss. Recherches 
expérimentales sur le passage des liquides 4 travers les substances 
perméables et les couches filtrantes. Mém. de l’Ac. des sciences de 
Toulouse, 1881.—G. WorruuGen. Recherchessurlarichesse en germes 
des eaux de boisson et des eaux d’usage. Arb. a. d.k. Gesundh., t. I. 
— Puacee et Proskauer. Rapport sur |’étude des eaux de conduite 
de Berlin. Zeitschr. f. Hyg., t. IL, p. 401, 1887. — Bulletins annuels 
sur Valimentation de la yille de Zurich et de ses environs, 
1885, 1886,1887, 1888; Zurich. — Pisrke. Principes pour obtenir de 
Peau pure au moyen dela filtration. Schillings jowrnal, 1887, p. 604 
— C. Prerke. Aphorismes sur l’alimentation d’eau au point de vue 
technique et hygiénique. Zeitschr. f. Hyg., t. VII p. 115, 1889. 
— A. Bertscuincer. Recherches sur l’action des filtres a sable de 
Zurich. Vierteljahrschr. d. naturf. Gesellschaft in Zurich, 1889. 
— C. FraenkE-. L’eau de boisson de la ville de Berlin est-elle stirement 
dépouillée de ses éléments nuisibles par la filtration. Deutsch. med. 
Wochenschr., 1889, p. 1024. 


L’étude des microbes a complélement transformé l’idée que l'on 
se faisait autrefois de la fillration. On ne demandait, jusqu’a ces der- 
niéres années, a un filtre, que de débarrasser l’eau de ses matiéres en 
suspension, de la rendre claire lorsqu’elle était trouble ou meme seu- 
lement louche, et tout filtre qui lui rendait ce service était par 1a méme 
déclaré bon. On a voulu ensuite que la filtration dépouillat, en outre, 
l'eau de quelques-uns de ses éléments en solution, par exemple des 
matiéres organiques qui lui donnent une saveur et peuvent la rendre 
impotable. Tous les filtres ne produisent pasce résultat. Les filtres a 
 charbon y sont plus aptes que les autres, et ils ont eu leur moment de 
vogue. Maintenant, ce qu’on redoute le plus dans l'eau, ce sont les 
germes de maladie qu’elle peut contenir, germes tellement ténus qu'ils 
passent au travers de tous les filtres usuels. Du coup, tous ces filtres 
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ont été déconsidérés, et il a fallu trouver de nouveaux types atteignant 
le but visé. 

Je n’ai pas icia les décrire; ils sont assez connus. Jeme contente de 
dire qu’ils ont résolu le probléme, et qu'une eau quia traversé un bon 
filtre de porcelaine dégourdie est absolument pure de microbes, qu’elle 
soit acide ou alcaline, pure ou chargée de matiéres organiques. 
Malheureusement, pour obtenir ce résultat, il faut des porcelaines trés 
finement poreuses, au travers desquelles la filtration est lente. On peut, 
en augmentant progressivement les surfaces filtrantes, alimenter d'eau 
stérile un ménage, un pensionnat, une caserne, peut-étre méme une 
ville, bien que ce dernier cas n’ait pas encore été réalisé; mais on ne 
peut ainsi songer a rendre inoffensives que les eaux de boisson. Pour 
les eaux de service, elles sont, avec les besoins de l’hygiéne moderne, 
en trop grand volume pour se préter 4 ces modes de stérilisation. 

Ilimporte pourtant de les rendre aussi inoffensives que possible 
pour deux raisons principales. La premiére est que si elles contiennent 
des germes nuisibles, elles en laisseront sur les ustensiles ou le linge 
qu’elles auront servi a laver, sur les planchers ou dans les rues dont 
elles auront fait le nettoyage. La seconde est que, dans les villes ou il 
n’y a ‘pas deux canalisations absolument séparées pour les eaux de 
boisson et les eaux de lavage, ot, en cas de disette des premiéres, peut 
naitre la tentation de les remplacer temporairement par les secondes, 
cette tentation devient irrésistible s'il n’y a, pour la réaliser, qu’a 
tourner une clef ou a manceuvrer un robinet. Or il suffit qu’une eau 
impure ait pénétré un moment dans les conduites de l’eau pure pour y 
déposer des germes sur l’évolution ultérieure desquels on ne sait rien, 
sinon qu’a priori, ils ont une chance sur deux de devenir redoutables. 

Leprobléme des eaux d’alimentation a été trés diversement résolu. 
Certaines villes comme Paris, qui ont réussi & se procurer des eaux de 
boisson de qualité excellente, se fient ]a-dessus pour ne pas se préoc- 
cuper de leurs autres eaux, qu’elles puisent 4 méme, dans une riviére 
ou dans le fleuve, et qu’elles envoient, sans filtration préalable, dans 
les tuyaux de conduite, et quelquefois dans ceux qui ne devraient 
jamais recevoir que de l’eau potable. D’autres villes, moins privilégiées 
au point de vue des eaux de boisson, filtrent indistinctement toutes 
leurs eaux, soit en creusant latéralement & leurs fleuyes des galeriesde 
filtration, comme Lyon et Toulouse, soit en faisant passer sur des filtres 
artificiels l'eau puisée dans un fleuve ou dans des lacs, comme Berlin 
et Zurich, Les deux extrémes de ces solutions reviennent d’un cété, 
pour Paris, 4 maintenir pendant onze mois de l’année la sécurité au 


point de vue des maladies que l’eau peut transporter, quitte a promener 


pendant le dernier mois l’arrosoir aux maladies épidémiques sur les 
divers quartiers de la ville, pour ne pas faire de jaloux; de l'autre, pour 
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Berlin, par exemple, a servir toute l'année aux habitants une eau mé- 
diocre qu’onne garantit pas, mais qu’on s’attache a rendre aussi pure 
que possible. 

_ Il serait bien difficile de savoir et dureste bien inutile de chercher 
lequel de ces partis est le meilleur. [ls sont mauvais tous les deux. 
Il faut les regarder comme des pis-aller, et chercher a les améliorer. A 
ce point de vue, on a fait, 4 Berlin et & Zurich, sur l’emploi des filtres 
industriels, des observations curieuses, qui renouvellent tout ce qu'on 
croyait savoir sur la filtration, et dont V’intérét est trop grand pour 
que nous ne leur donnions pas une place dans ces Annales. 

Les grands filtres industriels sont, comme on sait, des filtres 4 sable 
formés d’une couche inférieure de cailloux lavés, puis de gravier, puis 
de couches superposées de sable de plus en plus fin. Pour les humecter 
réguliérement, on y fait arriver lentement l’eau par la partie inférieure. 
Quand, en montant, elle a chassé peu 4 peu devant elle l’air contenn 
dans les interstices du sable, on la fait arriver par en haut, et elle filtre 
sous pression de haut en bas. 

Aprés de nombreux essais, on a reconnu la supériorité du sable 
comme matiére filtrante, et on prend, quand on le peut, des sables 
diluviens surtout quartzeux, renfermant au moins une proportion trés 
faible de carbonate de chaux. Ce sable est en grains irréguliers plus 
ou moins fins, et en constatant qu’il ne donne une fillration conve- 
nable que lorsqu’il a atteint un certain degré de ténuité, on pourrait 
eroire qu’il se rapproche de plus en plus de la constitution de la por- 
celaine poreuse, et que son mode d'action doit étre le méme. Sil en 
était ainsi, son histoire serait inutile 4 écrire, mais, en réfléchissant un 
peu, on voit qu'il n’en saurait étre ainsi. 

D’abord, au point de vue de l’attraction que les parois du filtre 
exercent sur les corps solides trés ténus en suspension dans l’eau qui 
les traverse, nous savons, par les essais de M. Kruger ', que le sable 
ne vaut pas l’argile, crue ou cuite. Or, ce sont des filtres de sable que 
lexpérience a appris 4 préférer. Il est vrai que ce sont des filtres de sable 
fin; mais & mesure que le sable augmente de finesse, le volume total 
des espaces vides, laissés libres entre les grains, ne diminue pas autant 
qu’on pourrait le croire. Si le sable était tout entier formé de grains 
égaux et parfaitement sphériques, on remplirait complétement l’espace 
qu'il occupe en supposant chaque grain remplacé par un cube dont le 
cété serait égal Ason diamétre, et le rapport des espaces vides au volume 

total serait égal au rapport, 4 ce volume total, de la somme des volumes 
des cubes que ne remplirait pas la sphére qu’ils contiennent. Or, une 
sphére placée dans un cube dont la hauteur est égale 4 son diamétre, 


1. Voir ces Annales, t. III, p. 621. 
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en remplit, comme on sait, 4 peu prés la moitié du volume : le rapport 
du creux au plein est donc l’unité, et le rapport du creux au volume 
total est d’a peu prés 1/2. La grosseur des grains sphériques peut done 
diminuer indéfiniment, s’ils restent égaux, il y aura toujours théo- 
riquement 500 litres de vide par métre cube. Dans la pratique, l’exis- 
tence de grains plus petits, qui viennent se loger entre les gros, 
diminue un peu ce volume, maisilest curieux de voir que le rapport de 
l’espace vide au volume total reste & peu prés constant, comme le veut 
Ja théorie. Dans cing espéces de sable de plus en plus fin, étudiées a ce 
point de vue par M. Piefke, il a seulement varié de 29 4 34 p. 100, et 
d’une maniére générale on peut admettre que, dans une masse sableuse 
filtrante quelconque, il y aenviron 1/3 de vide, occupé par l’air quand 
elle est séche, par l’eau quand elle fonctionne comme filtre. 

A quoi sert done le sable fin, s'il ne diminue pasle volume total des 
vides? Il augmente le nombre des espaces lacunaires, par conséquent, 
leur surface totale et le rapprochement moyen des parois qui les 
limitent, et de la naissent deux avantages : l’un d’ordre purement 
physique, l'autre d’ordre intermédiaire entre la physique et la chimie. 

Le premier avantage est d’uniformiser et de régulariser le courant 
liquide qui traverse le filtre. La force motrice, représentée par la pres- 
sion d’eau qui pése sur le haut du fillre, rencontre devant elle une 
résistance qui, l’expérience l’a prouvé, est proportionnelle a la fois a 
l'épaisseur de ce filtre, si le filtre est homogéne, et a la vitesse du liquide 
dans les espaces Jacunaires, toutes les fois que cette vitesse n’est pas 
trop grande. Quand ces espaces lacunaires sont irréguliers, ]’eau ne les 
traverse pas avec une vitesse constante. Mais la loi reste vraie pour la 
vitesse moyenne. C’est ce qu’avaitentreyu Darcy, sansle démontrer avec 
précision. J’ai fait cette démonstration pour les cloisons poreuses, et 
M. Brunhes pour les masses filtrantes de gravier. On peut donc écrire, 
en s'appuyant sur l’expérience, l’équation 

OC Mk 
ou h représente Ja pression en eau sur la partie supérieure du filtre, 
v la vitesse moyenne dans le filtre et e son épaisseur. On exprime ainsi 
qu'il y a égalité, c’est-a-dire équilibre entre la puissance et la résis- 
tance, et que le mouvement de l’eau est uniforme avec la vitesse v dont 
la valeur est 


vo=mMm - 
é 


Pour avoir une idée de ce qu’est le facteur m introduit dans 
légalité, il faut supposer ) = 1 ete =A, c’est-a-dire se représenter un 
filtre d’épaisseur égale par exemple 4 4 métre, fonctionnant sous la 
pression de 1 métre d’eau: on aurait alors » == m, ce qui revient a dire 
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que m est, en métres, la vitesse du courant d’eau traversant ce filtre. 
Cette vitesse étant évidemment d’autant plus petite que le filtre est 
formé de sable plus fin, m diminue avec la grosseur des éléments du 
fillre, et méme beaucoup plus vite qu’eux. La loi de variation est 
impossible & donner quand les espaces lacunaires sont irréguliers, 
mais m varie comme la quatriéme puissance du diamétre dans les tubes 
capillaires. La diminution est donc rapide quand le diamétre dimi- 
nue. 

Le sable fin assure ainsi, sous une épaisseur moyenne, la circula- 
tion lente du liquide qui le traverse, et par la la régularité de l’action 
des parois lacunaires sur ]’eau du filtre. Cette action, sur laquelle nous 
avons souvent insisté dans ces Annales, est une action moléculaire, 
s’exercant a distance sur les corps solides en suspension, et les immo- 
bilisant au contact de la paroi par le méme jeu que celui qui fixe une 
matiére colorante a la surface ou dans l’épaisseur des fibres d’un 
tissu. C’est ici que nous retrouvons l’infériorité, déja signalée a ce point 
de vue, d’une cloison de sable siliceux sur une cloison d’argile, et 
comme en outre nos espaces lacunaires sont certainement trés irrégu- 
liers, nous avons le droit de douter a priori que ce fillre fonctionne 
comme un filtre a porcelaine, et arréte tous les microbes en suspension 
dans l’eau qui le traverse. 

Pour le savoir, nous n’avons qu’&é recommencer une intéressante 
expérience de M. Piefke, qui, aprés avoir rempli de sable stérilisé un 
- filtre dont les parois avaient été lavées avec une solution de sublimé, 
et aprés avoir en outre pris la précaution de laisser le tout en contact 
pendant 24 heures avec une solution élendue de sublimé, a ensuite 
évacué la liqueur antiseptique et a fait fonctionner son filtre a la facon 
ordinaire, en comptant le nombre des colonies fournies par 1 centi- 
metre cube d’eau avant et aprés filtration. 

Au lieu d’une diminution dans le nombre des microbes, c'est une 
augmentation qu’il a constatée, au moins dans les premiers jours. De 
plus, non seulement l’eau était stérilisée 4 rebours, mais, au point de 
vue de la limpidité, la filtration était des plus imparfaites. Peu 4 peu 
le filtre s’est obstrué. Son débit sous une méme charge a diminué, et 
il a fallu augmenter la pression pour maintenir ce débit au méme 
niveau, Peu a peu aussi, on a vu se former 4 la surface supérieure 
du sable, une couche grisatre, muqueuse, formée de filaments enche- 

vétrés d’algues, de microbes, de diatomées, le toutempatant les matiéres 
sédimentaires minérales et organiques que toute eau emporte d’ordi- 
naire avec elle. A mesure que s’épaississait, a la surface, cette couche 
grouillante de vie, le fonctionnement du filtre devenait meilleur, 
Yeau en sortait plus limpide et moins chargée de microbes. Mais ce 
n’est guére qu’au bout de deux mois que ce filtre a donné des résul- 
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‘tats acceptables, c’est-a-dire que le chiflre des bactéries dans l'eau 
filtrée était réduit 4 quelques dizaines par centimétre cube. 

Les filtres ordinaires, établis avec du sable diluvien simplement 
lavé et peuple de microbes, arrivent plus rapidement a cet état de bon 
service qu’on caractérise en disant qu’ils sont mis. Mais ils passent 


par les mémes phases : 4 Vorigine, ils filtrent mal, et ce n ’est que lors-_ 


que leur surface est recouverte de cette couche boueuse dont nous 
avons parlé tout 4l’heure, que le chiffre des bactéries dans Peau qui 
les traverse est réduit 4 son minimum. 

Nous arrivons done a cette conclusion, en apparence tout a fait 
paradoxale, que c’est la couche bactérienne de la surface, et non le 
sable qui remplit le filtre, qui retient les bactéries de eau. En y réflé- 
-chissant pourtant, la chose n’est pas trop faite pour nous étonner. 
Quand on filtre sur du papier un précipité acide de sulfate de baryte, 
la liqueur passe trouble dans les premiers moments, et ce n’est que 


lorsqu’une couche de sulfate de baryte a tapissé le fond du filtre que | 


ce méme sulfate de baryte est complétement retenu. Cette couche de 
filaments bactériens enchevétrés est de méme beaucoup moins per- 
méable que le sable. Ce qui le prouve, c’est qu’il faut augmenter la 
pression & mesure qu’elle s’épaissil, pour conserver au filtre son débit, 


et c'est bien elle qui s’oppose au passage et diminue la valeur du 


coefficient m dans la formule de tout 4 Vheure, car quand on l’enléve, 

les couches sableuses, remises en jeu, se retrouvent avec leur ancienne 

perméabilité. On comprend bien, dés lors, que cette couche finisse par 

former paroi filtrante dés qu’elle a pu s sétaler et se feutrer a a la surface : 
c'est un filtre vivant au lieu d’étre un filtre minéral. 


Mais cette conciusion, 4 son tour, souléve une foule de questions | 
auxquelles nous n’avons pas encore de réponse. Si le sable sert seule- | 
ment de support au vérilable filtre, pourquoi l’expérience a-t-elle appris | 


a lui donner cette épaisseur, qui est, au minimum, avec le sable fin, de 
60 centimetres. Cette épaisseur de sable est traversée par les microbes, 
puisqu’il y en a toujours dans l’eau filtrée quis’écoule. Ils peuvent y 
pulluler, comme le montre l’expérience de M. Piefke, que nous citions 


tout 4’heure. Comment se fait-il qu’ils ne remplissent pas le fillre tout | 


‘entier? Enfin, d’ot peut provenir cet entrainement constant des bactéries 


dans l’eau qui sort du filtre? vient-il dela surface ou des profondeurs? | 
Pour résoudre ces questions, qui se commandent en quelque sorte | 


les unes les autres, il nous faut étudier la composition d’un fillre mar, 


au moment de son fonctionnement le plus parfait. A l’origine, ce filtre | 


était formé de sable homogeéne non lavé; les microbes y étaient égale- 
ment distribués dans toute son épaisseur. Quand il est mir, ure nou- 
velle étude montre que les microbes y ont augmenté en nombre, mais 
inégalement dans les diverges couches. Au bas du filtre, la mul- 
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tiplication a été médiocre, mais le peuplement est de plus en plus 
abondant a mesure qu’on remonte vers la surface, et, A la surface elle- 
méme, le nombre de germes par centimétre cube est trés grand par 
rapport a ceux qu’on trouve dans 1 centimétre cube de sable de la 


couche inférieure. 


On comprend sans peine que l’expérience ait appris 4 modérer la 
vitesse du courant d’eau qui traverse un filtre ainsi constitué. Le sable, 
matiére non poreuse, n’est pas pénétré par les microbes, et il leur sert 
de support; mais un courant un peu rapide les balaierait, et les balaye 
en effet. Il faut donc faire travailler le filtre sous de faibles pressions, 
et ne pas lui demander au dela d’un certain débit. Les filtres de Ber- 
lin ne dépassent guére la limite de 100 millimétres a l’heure, soit de 
2,40 de hauteur d’eau filtrée par métre carré de surface filtrante. Un 
courant plus rapide ferait pénétrer plus avant dans les profondeurs du 
filtre les impuretés qui en couvrent la surface, en augmenterait par 
la la résistance et en diminuerait le débit. Par contre, il entrainerait 
en plus forte proportion les microbes qui tapissent les espaces lacu- 
naires. Le filtre perdrait de sa puissance 4 deux points de vue. 

D’un autre cdté, un débit de 100 millimétres 4 lVheure au travers 
d'un filtre de 60 centimétres d’épaisseur laisse 4 peu prés 6 heures 
Veau qui le traverse en contact avec les microbes qui le peuplent, 


~ et il n’est pas possible qu’il ne se produise pas, pendant ce long con- 


tact, des réactions entre les microbes et les matiéres organiques 
nutritives que l’eau contient. 

Ces matiéres organiques sont en faible quantité, c’est vrai, et ib 
parait au premier abord y avoir une disproportion énorme entre le 
poids de matiére alimentaire et le nombre des étres qui se la dis- 
putent. Un litre d’eau de la Sprée contient, par exemple, en moyenne 
a peu prés 80 milligrammes de matiére organique, en comptant 
comme telle toute celle qui, dans le résidu évaporé de un litre, dispa- 
rait quand on calcine 4 une douce chaleur, et sans décomposer les 
carbonates. D’un autre cété, on y trouve souvent 100,000 germes par 
centimétre cube, soit cent millions par litre. Mais ces cent millions de 
germes, en Jeur supposant 4 chacun 1 milliéme ce millimetre de cote, 
el en leur attribuant Ja densité de l’eau, ne pésent pas un dixiéme de 
milligramme, ce qui revient a dire que le poids de la matiére alimen- 
taire est d’environ 800 fois le poids des étres vivants qui peuvent la 
consommer, 

Elle ne manque donc pas comme quantité, mais peut-étre serions- 
nous moins satisfaits si nous l’envisagions comme qualité. Nous n’avons 
sur elle, 4 ce point de vue, que des renseignements incomplets, dus 
aux études que nousrésumerons tout a l’heure. Mais si on se demande, 
a priori, d’ou proviennent surtout les matiéres organiques, qu’on peut 
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trouver en solution dans l’eau, les notions générales que nous avons 
sur ’économie organique du monde nous diront qu’elles sont surtout 
formées du produit de la vie microbienne. Les végétaux et les ani- 
maux ont pour caractére de rendre insolubles dans l'eau les matériaux 
dont ils se nourrissent, et tout ce qu’ils rejettent de soluble dans 
Veau, par exemple dans l’urine des animaux, est formé soit de pro- 
duits inutilisables, soit de produits usés par la vie cellulaire. C’est 
quand ils sont morts que les microbes rendent solubles dans l'eau, soit 
par leurs diastases, soit par leur action vitale, les matériaux des étres 
supérieurs. A peine dissous, d’autres microbes s’en emparent. Et, en 
somme, les matériaux organiques en solution dans l’eau doivent étre 
formés, sinon en totalité, du moins en forte proportion, de substances 
ayant subi d’une facon plus ou moins prononcée I’aclion de la vie cellu- 
laire ou celle de la vie des microbes, et devenue par ]4 moins propre 
4 en alimenter une nouvelle. Nous aurons bientdt l’occasion de donner 
de l’'importance a cette conclusion. 


Il serait bien utile de pouvoir l’appuyer directement sur l’expé- 
rience. Malheureusement la matiére organique de l’eau n’a jamais été 
étudiée que par des moyens prétendus pratiques qui, imaginés en Anglc~ 
terre pour un besoin pressant, se sont implantés, on ne sait pourquoi, 
dans la science, et jouissent d’une vogue qu’on ne sait comment expli- 
quer. Je veux parler des procédés de dosage de la matiére organique 
par ’hypermanganate de potasse en solution acide ou alcaline, et en 
général de tous ceux dans lesquelles au lieu de déterminer, au moyen 
d'une pesée, la quantilé totale de matiére organique contenue dans une 
eau, on cherche a la doser par des moyens indirects, par exemple par 
la quantité d’oxygéne dont elle a besoin pour briler. 

Quand une matiére organique est hétérogéne, comme I’est néces- 
sairement celle qui est en solution dans l'eau, on ne peut pas conclure 
son poids de celui de Voxygéne nécessaire pour la briler, car ses 
différents éléments exigent pour leur combustion compléte des pro- 
portions différentes d’oxygéne. Le sucre, par exemple, en exige envi- 
ron son poids, alcool le double de son poids. On ne pourrait donc 
rien conclure de la quantité totale d’oxygéne abandonnée par un poids 
déterminé d’hypermanganate de potasse, alors que cet hypermanga- 
nate pousserait a fond l’oxydation de la matiére organique sur laquelle 
on le fait agir; mais il n’en est nullement ainsi. D’aprés les expériences 
déja anciennes de MM. Tiemann et Preusse, il n’y a aucun corps, sauf 
l'acide oxalique, qui puisse emprunter a l'hypermanganate de potasse 
tout l’oxygéne dont il aurait besoin pour briler, et ils lui en emprun- 
tent meme des fractions fort différentes : acide tartrique les AS, le 
sucre de canne et le glucose la moitié, la tyrosine un tiers, l’asparagine 
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1/9, la leucine 1/10, l'acide beazoique et lallantoine 1/40, l'urée pas 
du tout. A la cause d’incertitude qui résulte de ce que le poids de la 
maticre organique n’est pas proportionnel au poids de l’oxygéne néces- 
saire pour la briler, on en superpose une autre résultant de ce que 
Vhypermanganate, en solution acide ou alealine, ne brale que trés iné- 
galement les diverses matiéres organiques. C’est comme si pour trouver 
le poids d’un corps quelconque, on en pesait une fraction variable et 
inconnue dans une balance dont l’un des plateaux se proménerait & 
laveuglette sur le bras de levier correspondant. Il n’y a done rien & 
conclure de précis d’un titrage de l’eau a l’hypermanganate, quel que 
soit le dosage ou la méthode adoptée. C'est mettre entre les mains 
des chercheurs une balance non seulement fausse, mais capricieuse, 
avec cet unique argument que les pesées y sont faciles. 

Tout ce qu’on peut dire en faveur de cette méthode, c’est que 
lorsgu’on l’applique 4 une méme eau, avant et aprés filtration, elle 
peut donner une idée vague de la perte en matiére organique pendant 
la filtration. On peut ajouter, mais toujours avec combien de réserves! 
que les matiéres organiques les plus atteintes par l’hypermanganate 
en solution acide étant, d’aprés MM. Tiemann et Preusse, les matiéres 

les plus complexes, les plus nutritives pour les microbes, les plus 
éloignées de ]’état sous lequel les améne la vie microbienne, ce sera 
de préférence a ces matiéres qu'il faudra rapporter les diflérences de 
tilrage 4 Vhypermanganate avant et aprés filtration. 

On sait comment se fait ce titrage, a l'aide d’une disso!ution ren- 
fermant O&,32 dhypermanganate de potasse par litre, et titrée au 
moyen d’une solution d’acide oxalique. On fait bouillir 300° d’eau, 
par exemple, additionnés de 5° d’acide sulfurique étendu de 2 fois son 
volume d’eau, avec 10 ou 20° de la solution d’hypermanganate. II 
faut qu’aprés 5 minutes d’ébullition, terme fixe adopté, le liquide ne 
soit pas encore décoloré. On achéve Ja. décoloration en versant une 
quantité connue de la dissolution d’acide oxalique, et on titre l’acide 
oxalique restant en y versant 4 nouveau de l’hypermanganate jusqu’a 
réapparition d’une couleur rouge persistante. Un calcul simple mentre 
ce qu'il y a eu d’hypermanganate détruit par la matiére organique 
du volume d’eau sur lequel on a opéré. 

On désigne d’ordinaire dans les traités sur la matiére, sous le nom 
d’oxydabilité, le nombre de centimétres cubes de la liqueur d’épreuve 
décolorés par 4 litre d’eau, aprés ces cing minutes d’ébullition. En 
prenant 10 minutes, le nombre augmenterail un peu. On peut, au lieu 
d’envisager le nombre de centimétres cubes de Ja liqueur d’hyperman- 
ganate, calculer le poids d’hypermanganate qui s’y trouvait contenu, 
ou encore ce quwil a pu céder d’oxygéne. Avec le titrage adopteé, 1 cen- 
timétre cube équivaut a 08",0008 d’oxygéne. Chaque savant a la-dessus 
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ses habitades dans Jesquelles il est bien inutile de le déranger, car 
ses résultats étant toujours comparatifs, peu importe 4 quelle unité 
sont rapportés ses nombres. Il faut seulement qu'il le dise pour qu’au 
besoin on puisse faire les traductions. 

D’aprés ce que nous avons dit plus haut, cette comparaison ne nous 
renseigne nullement sur ceux des matériaux de l’eau dont nous aurions 
le plus intérét 4 déceler la présence. Il ne peut pas nous étre indifférent 
de savoir si une eau a recu des suintements de fosses d’aisance, et 
l'urée, qui pourrait nous avertir du danger, Vacide benzoique des 
urines des herbivores, les produits amidés, leucine, tyrosine, glyco- 
colle, produits vitaux de transformation des matiéres azotées, sont 
peu sensibles a l’action de l’hypermanganate de potasse en solution 
acide, peut-étre précisément pour les mémes raisons qui les rendent 
trés résistants vis-d-vis de la combustion oxydante de l’organisme. 

Tous ces corps peuvent, en revanche, étre atteints par un autre 
moyen. Ils sont plus facilement décomposables que les matiéres albu- 
minoides véritables sous l’action des alcalis, qui les transforment en 
sels ammoniacaux, comme ils le font d’ordinaire de tous lesamides. De 
sorte que si on les fait bouillir avec de la potasse, et de préférence si 
on ajoute a cette potasse un corps oxydant comme l’hypermanganate 
de potasse, qui ajoute son action destructive sur les matiéres organi- 
gues, on réussira 4 transformer en ammoniaque la totalité ou la pres- 
que totalité de l’azote des corps amidés, pendant qu’a leur tour les 
matieres albuminoides complexes seront plus résistantes. 

Cette ammoniaque provenant surtout de Ja transformation des 
amides devra étre, 4 son tour, distinguée de l’ammoniaque qui peut 
exister toute formée dans l'eau. Toutes les eaux en contiennent un peu, 
et lorsqwil y en a peu, la signification de la présence de ce corps n’est 
guére nette. Il s’en produit par l’action des microbes sur les matiéres 
azotées, et par suite sa présence peut étre un témoin de l’existence 
dans l'eau des produits de fermentation des matiéres animales, peut- 
étre méme des produits de la décomposition de l’urée, qu’une diastase 
transforme facilement en carbonate d’ammoniaque. Mais, d’un autre 
coté, cette ammoniaque se forme surtout, comme je l’ai montré, pen- 
dant la vie des microbes aérobies, qui sont évidemment de tous les 
moins redoutables, et comme il y a des microbes partout, il vaut 
mieux, puisqu’on ne peut pas les éviter, avoir affaire aux plus inoffen- 
sifs. Enfin, cette ammoniaque de l’eau peut servir & son tour a 
@autres microbes et remonter, & leur aide, au rang de matidre 
albuminoide. 

Toutes ces actions opposées rendent trés incertaine la valeur dia- 
gnostique et la signification de Ja présence de Pammoniaque dans 
Yeau. Pourtant on doit la considérer comme décidément facheuse 
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lorsque sa proportion atteint ou dépasse un a deux milligrammes par 
litre, et il vaut mieux que l’eau n’en contienne pas. 

Cette ammoniaque peut étre dosée avec une trés grande précision 
en faisant distiller un demi-litre d’eau avec quelques gouttes d’une 
solution de potasse, et en titrant au moyen d’une dissolution décime 
acide sulfurique ou d’acide oxalique les premiéres portions du liquide 
distillé. Quand cette opération est terminée, sans laisser se refroidir 
ce qui reste du liquide, on y ajoute 20° d’une solution renfermant par 
litre 88" d’hypermanganate de potasse et 2008" de potasse caustique. 
On recommence a distiller, on fait 2 ou 3 prises de 50°° sur chacune 
desquelles on dose l’ammoniaque. Quand la derniére n’en contient 
plus, on s’arréte, on fait le total, et on a l’ammoniaque provenant 
surtout de lhydratation des amides. C’ est cette ammoniaque qu’on 
enregistre sous le nom singulier d’ammoniaque albuminoide : ce sont 
cerlainement les matiéres albuminoides qui en fournissent le moins, 
et elle est surtout un témoignage de la présence dans |’eau des produits 
de destruction les plus avancés de ces matiéres albuminoides; c’est 
méme la ce qui lui donne son principal intérét. 

Nous pouvons maintenant nous faire une idée des transformations 
amenées dans l’eau qui filtre, par les microbes qu'elle y rencontre, 
surtout dans les couches supérieures du sable. Nous n’aurons qu’a 
consulter les excellentes publications de la commission des eaux de la 
ville de Zurich, o& on détermine toujours et simultanément loxy- 
dabilité, Pammoniaque dite albuminoide, l’'ammoniaque libre et le 
nombre des bactéries par litre. Voici en milligrammes les chiffres 
moyens pour l’année 1888. Nous avons remplacé les chiffres relatifs a 
Yoxydabilité par le nombre de milligrammes d’oxygéne cédés par 
Vhypermanganate a la matiére organique de 4 litre d’eau. 


Oxygéene Ammoniaque Ammoniaque Bactéries. 
consommé, albuminoide. libre. 
Avant filtration. . 3,76 0,039 0,009 488.000 
Aprés filtration. . 3,04 0,023 0,003 419.000 


En consultant ces chiffres, qui ressemblent a ceux des années pré- 
cédentes, on voit que l’eau perd, en passant au travers du filtre, 
la presque totalité de son ammoniaque libre, une partie de sa matiére 
organique, et, autant qu’on peut en juger par ces nombres fatalement 
incorrects, une fraction plus notable de ceux de ses éléments azotés 
qui se rapprochent du groupe des amides. Les conclusions sont les 
mémes en ce qui concerne les eaux de Berlin. 

Ouest le siége principal de cette destruction de matiére organique? 
Une expérience intéressante de M. Piefke montre que c’est surtout 
dans les couches supérieures les plus riches en microbes. Au travers 
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de trois filtres du méme sable, et dont les épaisseurs, de 0™7, 1™4 et 
2™1, étaient entre elles comme les nombres 4, 2 et 3, il a fait passer 
avec la méme vitesse la méme eau, analysée a l’entrée et a la sortie 
au point de vue de son oxydabilité et de la quantite d’oxygéne qu’elle 
contient A l’état libre. Voici les chiffres relatifs au 13 janvier 41889. 
Je donne, comme comparaison, le résultat de la filtration industrielle 
de cette eau au point de vue des microbes, le mémejour. L’oxydabilité 
est évaluée comme plus haut en milligrammes d’oxygéne, loxygéne 
libre en centimétres cubes par litre: 


Avant filtration. Aprés filtration. 
Filtre de 0™7 Filtre de 1™4 Filtre de 2™1 
Oxydabilité. . . 6,6 34 4,7 4,6 
Oxygeéne libre . 7,9 4,8 By » 
Bacteriessa ss 62.840.000 3.700.000 


Si on veut avoir une idée de ce qui se passe dans le premier tiers 
et dans les deux premiers tiers du filtre le plus épais, on n’a évidem- 
ment qu’a retrancher les uns des autres les nombres relatits 4 loxy- 
dabilité et 4 l’oxygéne libre empruntés aux trois filtres qui ont servi a 
l'expérience. On a alors, en décomposant par la pensée le filtre de 
2™4 en trois filtres superposés de 0™7 d’épaisseur, 1"85 pour la variation 
d’oxydabilité dans le filtre supérieur, O"&4 pour le filtre moyen, 
O™s! pour le filtre inférieur. 

L’effet produit diminue donc dans le méme sens que le nombre 
des bactéries du haut en bas du fillre. Sans doute cette coincidence 
ne suffit pas pour établir une relation de cause a effet; on pourrait 
dire encore que si la combustion ne se poursuit pas également 
au travers des couches du filtre, c’est que l’oxygéne se fait de plus en 
plus rare 4 mesure qu’on descend, ainsi qu’en témoignent les nombres 
mémes du tableau qui précéde. On peut répondre qu’aprés le passage 
au travers d’un filtre de 1™4, il restait encore 3°¢ d’oxygéne libre sur 8 
qui existaient a lorigine. D’ailleurs, dans un filtre stérilisé, dans 
lequel on fait arriver l'eau goutte a goutte de facon 4 ce qu’il reste 
pénétré d’oxygéne, il n’y a pas de combustion sensible. Il faut donc 
renoncer a yoir dans cette combustion un phénoméne d’oxydation 
chimique ordinaire. La méme expérience, citée plus haut, du filtre 
stérilisé, empéche d’attribuer a une action de parois la diminution de. 
la matiére organique par passage au travers du filtre. Il ne reste donc 
qu’a y voir le résultat de action vitale des microbes rencontrés dans. 
toute l’épaisseur, mais surtout dans les couches superficielles. 

S’il en est ainsi, nous voyons se dessiner une réponse a la question 
que nous nous étions posée plus haut sans pouvoir encorelarésoudre; 
il faut évidemment un certain temps de séjour de l’eau dans!’ épaisseur 
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du fillre pour que les microbes puissent exercer leur action. On peut 
_assurer cette durée de contact, soit en diminuant la pression de chasse, 
soit en augmentant l’épaisseur du filtre pour une méme pression. La 
premiére méthode est évidemment la plus économique, el l’expérience 
_ a appris dans chaque cas quelle combinaison entre |’épaisseur du filtre 
. et la pression sous laquelle il faut le faire travailler était la meilleure 
pour amener la diminution la plus notable dans le nombre des bac- 
téries et dans Ja quantité de matiére organique de l’eau aprés filtra- 
tion. Comme on peut le prévoir, cette combinaison varie avec le degré 
d’impureté de l’eau. Ainsi a Berlin, a l’usine de Stralauer Thor, ot on 
travaille avec de l’eau de la Sprée, en général assez impure, on ne dé- 
passe guére une vitesse de 1™18 par jour. Cette vitesse peut aller a 
3 métres dans |’établissement oi on filtre l’eau du lac de Tegel, en 
général moins chargée de germes et de matiéres organiques. Enfin, 
nous avons vu (Y. ces Annales, t. III, p. 692) qu’a Zurich, ot les eaux 
du lac sont encore plus pures, on pouvait aller jusqu’a 28 métres par 
jour sans compromettre sensiblement le bon fonctionnement du filtre. 
Nous voyons bien maintenant ce que c’est qu’un filtre 4 sable. Le 
sable sert 4 la fois de frein pour modérer le mouvement de l’eau et de 
support pour la couche glaireuse de microbes qui se forme dans toute 
son épaisseur, mais surtout a sa surface. Cette couche superficielle 
devient, lorsqu’elle est formée, la véritable couche filtrante, et aprés 
avoir médiocrement fonctionné jusque-la, le filtre est enfin mdr et 
est constitué; mais cette couche filtrante est chose fragile. Il ne faut 
pas la soumettre a de trop fortes pressions lorsqu’elle est faible; ses 
éléments se disloqueraient, seraient entrainés dans les profondeurs du 
filtre qu’ils obstrueraieut. Il ne faut pas non plus la soumettre a de 
rapides variations de pression qui produiraient le méme effet. I] faut 
la laisser travailler tranquillement, augmenter peu a peu la pression, 
a mesure qu'elle s’épaissit, devient plus résistante et plus imperméable, 
puis, 4un moment donné, quand la pression a employer est devenue trop 
forte, arréter l’eau, laisserle filtre s’épuiser, enlever sa couche supé- 
rieuresalie et leremettreen fonction. L’intervalle entre deux nettoyages 
s'appelle une période. Il est évidemment d’autant plus court, toutes 
choses égales d’ailleurs, que l’eau 4 filtrer est plus sale et plus impure. 
C’est ainsi qu’a Berlin, a l’usine de Stralauer Thor, la durée moyenne 
d’une période a été, en 1888, de 16 jours avec une vitesse moyenne de 
4™{ par jour, tandis qu’d Zurich, cette période a été en 1887, pour un 
fillre couvert, de 48 jours, avec une vitesse moyenne de 4™5 par jour. 
Il est évident qu’avec cette constitution, un filtre 4 sable est quelque 
chose d’extrémement fragile, et il est clair aussi qu’on ne pourra pas 
éviter l’entrainement de quelques microbes dans l’eau qui en sort. Le 
filtre ne pourra donc pas étre un filtre parfait. On peut réduire beaucoup 
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le chiffre-des bactéries dans l’eau filtrée en ralentissant beaucoup la 
vitesse de filtration; mais alors le filtre ne trayaille plus dans les con- 
ditions industrielles. On réduit aussi ce chiffre d’autant plus que ’eaua 
filtrer est moins impure, mais les nombres donnés plus haut a propos de 
Zurich montrent que, méme avec les eaux relativement si pures du 
lac, la teneur en bactéries de l’eau filtrée ne tombe jamais a zéro. 
Constamment, par conséquent, il y.a des bactéries entrainées en dehors 
du filtre, et quand on réfléchit, on voit qu’il n’en saurait étre 
autrement. 

Le filtre A sable est donc un mauvais outil dont les ingénieurs des 
eaux ont appris a tirer le meilleur parti possible. Cette maniére de se 
représenter et de présenter au public des installations en somme tres 
cotiteuses a rencontré d’abord des résistances. Sous prétexte quil était 
A peu pres indifférent de verser sur le filtre de l'eau trés riche ou trés 
pauvre en bactéries, et que Veau qu’on en retiraiten renfermait toujours 
A peu présle méme nombre, on était arrivé peu a peu, il n’y a pas 
encore bien longtemps, ase représenter un filtre a sable comme formé 
en quelque sorte de deux systemes superposés : un filtre parfait, ne 
laissant guére passer aucun microbe, formé surtout par les couches 
supérieures, et un milieu nutritif, formé surtout par les couches infé- 
rieures, ou. se fait une multiplication de microbes, comme elle se 
fait dans les tuyaux de conduite et de distribution. 

Cette maniére de voir avait l’avantage incontestable de séparer, en 
en faisant deux phénomémes différents, la filtration et la multiplication 
des microbes, de faire envisager par suite ceux qu’on trouve dans. 
Veau filtrée comme indépendants de ceux qu’on était exposé a ren- 


contrer dans l’eau non filtrée; c’est-a-dire, en somme, de tranquilliser: 


les esprits sur l’emploi d’un appareil qui remplacait par des espéces. 
banales les espéces microbiennes dangereuses de l’eau d’alimentation. 
Mais l’argument sur lequel reposait cette conception n’était nullement 
probant. Quand un filtre de papier est troué ou affaibli, en un ou plu- 
sieurs points, la proportion de matiére en suspension dans l’eau qui 
en sort n’est pas nécessairement en rapport avec la proportion dans 
Yeau qu’on y verse. C'est ce qu’on a souvent l’occasion d’observer, en 
filtrant par exemple un liquide dans lequel on vient de précipiter du 


sulfate de baryte. L’eau d’un filtre de Zurich peut de méme entrainer 


& peu prés la méme quantité de germes que l’eau d’un filtre de la 
Sprée sans que cela prouve que les germes entrainés soient empruntés 
4 une autre source que l’eau de filtration. 

Un autre argument en faveur de la méme conception du filtre était 
que les espéces microbiennes de l'eau filtrée ne sont pas les mémes 
que dans leau de filtration; elles sont en général beaucoup moins 
nombreuses. Mais si cela prouve qu’il y aculture dans le filtre, et que 
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Pespéce quis’y plait le mieux s’y développe davantage, cela ne prouve 
pas qu’il ne puisse y avoir simultanément entrainement de quelques- 
uns des microbes apportés par l’eau qui le traverse. 

C’est, dureste, la conclusion expérimentale a laquelle vient d’aboutir 
récemment M. C. Fraenkel. En faisant passer sur un filtre mir deleau 
chargée d’un microbe particulier, facile a reconnaitre, le bacillus vio- 
laceus, il a constaté que lon retrouvait des colonies de ce microbe 
dans l’eau filtrée. L’expérience est d’autant plus probante que, pour 
éviter Vobjection possible d’une invasion du filtre de proche en proche 
par le bacille, se multipliant au moyen des matiéres organiques 
apportées dans l’eau par le bouillon de culture qu’on y avait dilué, 
M. C. Fraenkel avait pris la précaution de faire cette culture dans un 
bouillon trés étendu, dont le mélange avec l’eau n’en augmentait la 
matiére nutritive qu’en proportions infinitésimales. 

Mais alors, si ces microbes de l’eau pénétrent toute l’épaisseur du 
filtre, nous avons 4 nous demander pourquoi ils ne s’y développent pas 
également dans toute sa hauteur. Ce n’est pas la matiére organique 
qui leur manque. Nous avons vu que dans |’eau de Zurich, si on en 
juge par les quantités d’oxygéne qu’elle emprunte a l’hypermanganate 
de potasse, sa variation du haut en bas du filtre était faible, et qu’il 
en restait dans l’eau qui s’écoule plus des trois guarts de ce qwil y en 
avait a l’entrée. Il est vrai que l’oxygéne disparait plus vite, mais tous 
les microbes n’en ont pas besoin, et d’ailleurs il en reste jusqu’en bas. 
Par exemple, au travers d’un filtre industriel, 4 état mdr, on en 
trouve dans l’eau qui sort a peu prés la moitié de ce qu’il y en avait 
avant filtration. Pourquoi donc le filtre ne se peuple-t-il pas plus lar- 
gement dans toute son épaisseur, et pourquoi la vie est-elle beaucoup 
plus abondante dans les couches supérieures ? 

Cette question est importante, parce que, sinous la résolvons, nous 
avons chance de trouver dans sa solution des lumiéres au sujet de cetle 
seconde question, de méme nature: pourquoi dans la terre végétale et 
en général, dans le sol, les microbes sont-ils de préférence a la surface 
et vont-ils graduellement en diminuant a mesure qu’on s’enfonce, si 
bien qu’a une faible profondeur on trouve d’ordinaire des couches 
souterraines absolument stériles ? 

On voit tout de suite que la vie est plus abondante dans les 
couches supérieures, parce que c’est Ja qu’il y a le plus d’oxygéne, le 
plus de matiére organique, et, 4 partir dumoment ot le filtre commence 
a murir, le plus de renouvellement des germes. On voit d’un autre cote 
qu’une couche aussi vivante a la surface ne peut que rendre la multi- 
plication etla vie plus pénible dans l'intérieur, C’est le sort de tous les 
microbes de gater leur milieu de culture, de le gater pour eux et pour 
les autres, soit en y déposant des substances nuisibles, agissant a la 
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facon des antiseptiques, soit en y arrétant des substances utiles. Le 
phénoméne est surtout marque quand, comme c’est ici le cas, le 
milieu nutritif est un milieu pauvre, contenant peu de matiére orga- 
nique ou de la maliére organique ayant déja subi des actions de 
Ja part des microbes. Le moindre changement nouveau suffit alors a 
le rendre temporairement impropre a de nouvelles cultures. Or, il 
ne s’agit, dans le cas du filtre, que de suspendre et méme seulement de 
géner la multiplication pendant les quelques heures que l’eau passe 
dans le filtre. Quand elle est sortie, quand elle est aérée 4 nouveau, 
quand elle a peut-étre retrouvé sur les parois des bassins ou des tuyaux 
de conduite quelques-uns des éléments minéraux dont elle était dé- 
pouillée; quand, en outre, elle a le temps pour elle, Ja multiplication 
y recommence. Ces influences paralysantes qu’exerce une culture sur 
son milieu nutritif, sont comme les actions antiseptiques, qui, 4 moins 
d’étre extrémes, retardent le mouvement, mais ne l’empéchent pas 
de s'accomplir. Et c’est, je crois, ainsi qu’on peut se faire la meilleure 
idée de cette influence qui, transformant en filtre vivant la couche 
supérieure du filtre 4 sable, maintient 4 un niveau médiocre la vie 
dans les profondeurs, et permet a ]’eau d’en sortir sans entrainer trop 
de germes avec elle. 

Ces conditions seraient évidemment changées si ce filtre, au lieu 
d’étre composé d’une substance inerte et compacte, était formé d'un 
corps poreux et absorbant. Il arréterait alors au passage, par voie 
dattraction moléculaire, la portion de la matiére organique de l’eau 
que les microbes ont respectée. Le milieu nutritif deviendrait meilleur, 
les causes qui maintiennent dans les profondeurs une stérilité relative 
cesseraient en partie d’exister, et le filtre, traversé sans cesse par des 
masses d’eau énormes, et envahi par les microbes dans toute son épais- 
seur, se boucherait d’abord, livrerail de plus une eau impure. La est 
Ja source de différences avec la couche superficielle du sol, douée en 
général, jusqu’a une profondeur plus ou moins grande, de facultés 
absorbantes. Mais pousser plus loin cette étude serait sortir de notre 
sujet. 

Nous verrons, dans une revue prochaine, que ce sont pourtant les 
mémes causes générales qui agissent, mais avec d’autres combinai- 
sons. Je n’ai voulu, aujourd’hui, qu’exposer, a propos de la filtration 
des eaux, les idées nouvelles qui commencent a s’implanter dans la 
science, a la suite des travaux cités en téte de cet article. Elles diffée- 
rent un peu, on le voit, de celles que nous possédions et dont nous 
nous croyions assurés, Mais est-on jamais str de rien, et qui pourrait 
@ailleurs se plaindre de changer ainsi perpétuellement d’horizons? 
N’est-ce pas la preuve qu’on marche? 


Dy. 
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L. von Busszr. Sur les bactéries des voies aériennes a l’état normal. — 
Travaux de V Institut histologico-pathologique de Vienne. Beitrage zur 
pathologischen Anatomie von L. Ziegler, t. VI, n° 4, 1889. 


L’étude des microorganismes qui vivent, 4-I’état normal, dans 
Yappareil digestif, a déja fait l’objet de plusieurs travaux importants. 
On s'est moins occupé jusqu’a présent de la détermination des hacté- 
ries des voies aériennes ; 4 part quelques notes sur les microbes des 
cavités nasales, cette question n’avait guére encore été abordée jus- 
_qu’a présent, au moins dans une étude d’ensemble. M. L. von Besser 
vient de combler, en partie, cette lacune, et d’apporter une impor- 
tante contribution 4 la détermination des microorganismes des voies 
respiratoires. 

L’auteur a d’abord examiné les secreta des cavités nasales de 
81 personnes : 28 convalescents, 6 médecins du laboratoire, 8 domes- 
_ tiques, 4 soldats, etc. La matiére 4 examiner a élé chaque fois sou- 
mise a la double épreuve des préparations microscopiques colorées et 
des cultures sur gélose. Dans les différents cas, on a rencontré de trés 
nombreux microbes pathogénes et non pathogenes. Parmi les pre- 
-miers, il faut citer: le diplococcus pnewmonie, le staphylococcus 
pyogenes aureus, le streptococcus pyogenes, le bacillus pneumonicee 
(Friedlaender). Sur les 84 cas examinés, l’auteur a trouvé 14 fois le 
diploc. pneumonie, 14 fois le staphyloc. aureus, 7 fois le streptoc. 
pyogenes, 2 fois le bacille de Friedlaender. M. von Besser a suffisam- 
ment caractérisé ces espéces par les cultures et les inoculations aux 
animaux pour gu’on ait toute confiance dans l’affirmation de ses 
résultats. Quant aux espéces non pathogénes, voici quelques-uns des 
microbes rencontrés: micrococcus liquefaciens albus, 22 fois; mcr. 
cumulatus tenuis, 14 fois; microc. flavus liquefaciens, 3 fois; micr. 
tetragenus, etc. Dans les cavités accessoires du nez, on n’a pas trouvé 
de bactéries, mais dans deux cas de suppuration de l’antre d Highmore, 
le streptococcus pyogenes et le diplococcus pnewmonie se trouvaient 
conjointement dans la sécrétion. Dans l’un de ces cas, il existait en 
méme temps une méningite et une pneumonie, et les bactéries préci- 
tées existaient dans le cerveau et les poumons. 

Il est done bien démontré, une fois de plus, que chez l’homme le 
plus sain il existe un grand nombre d’espéces bactériennes, méme 
dangereuses, vivant dans les cavités nasales. Les observations de 
Netter, Weichselbaum, etc., ont déja fait voir l'importance pathogé- 
nique de ces microorganismes. 

M. von Besser a ensuite recherché les bactéries du larynx et des 
bronches. Cet examen a été pratiqué sur des cadavres le plus frais 
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possible, trois et quatre heures seulement apres la mort. Il va sans 
dire que les plus grandes précautions ont été prises afin d’éviter la — 
contamination de la matiére 4 examiner. 

Dans le mucus laryngé (et cel examen a été pratiqué 5 fois), on a 
trouvé le streptoc. pyogenes 5 tois, le staphylocoque doré 3 fois, le 
micrococcus albus liquefaciens 4 fois, la sarcine jaune 1 fois, le microc. 
tenuis 1 fois, etc. 

Le nombre des bactéries est sensiblement moindre dans la sécré- 
tion bronchique, mais, sur les 10 cas étudiés, on a pu néanmoins 
déceler le streptoc. pyogenes 2 fois, le diplococcus pneumonie 3 fois, le 
staphyloc. aureus 3 fois, le bacille de Friedlaender 1 fois, et, comme 
microbes non pathogénes, le microc. liquefaciens, le micr. cumulatus 
tenuis, etc. ; 

Les voies aériennes normales, non seulement au niveau des points 
oti elles sont en communication avec l’extérieur, mais jusque dans 
leurs parties les plus profondément situées, contiennent donc des 
espéces microbiennes, pathogénes et banales, qui peuvent se trouver 
au milieu de la sécrétion muqueuse sans exercer d’action sensible sur 
Vorganisme. 

On pourrait se livrer & bien des réflexions sur les rapports qui 
peuvent exister entre les microbes pathogénes des voies aériennes (d1- 
ploc. pneumonie, staphyloc. aureus, streptoc. pyogenes, etc.), et certaines 
affections des organes de la respiration, telles que la rhinite aigué, les 
phlegmons et les affections érysipélateuses des fosses nasales, etc. 
Comment, d’autre part, les microbes pathogénes peuvent-ils se trouver 
chez un sujet sain sans amener de désordres? Faut-il invoquer, pour 
expliquer cette innocuité, le trop petit nombre de microorganismes 
en présence, une diminution de leur virulence, leur élimination au 
fur et 4 mesure qu’ils arrivent a se déposer sur la muqueuse? Quelles 
sont les conditions qui font qu’é un moment donné, ils exercent leur 
action pathogénique? Faut-il admettre que ce fait est dt a telle ou 
telle altération de la muqueuse? Il est probable que le phénoméne 
est extreémement complexe, et l’élucidation de toutes ces conditions 
pathologiques fournirait la clef de bien des problémes cliniques. 

Ce qui nous a paru surtout intéressant dans le travail de. 
M. von Besser, c’est la démonstration de la présence, A l’état normal, 
de microbes tels que le coccus de la pneumonie, les microbes de la 
suppuration, etc., dans les parties les plus reculées de l’arbre bron- 
chique. Cette partie de l’étude de M. V. Besser avait d’autant plus” 
vivement attiré notre attention que, depuis assez longtemps déja, 
nous nous étions proposé de nous livrer aux mémes recherches sur 
les microbes existant éventuellement dans les bronches normales, et 
cela dans le but de comparer les résultats obtenus avec ceux que nous 
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fournissaient un certain nombre de recherches sur les microbes de la 
péripneumonie du beeuf. On sait que cette derniére question présente 
un grand intérét d’actualité. Aussi bien 4 Académie des Sciences 
qu’au Congrés de médecine vétérinaire, M. Arloing a fait part, il ya 
quelques mois a peine, de recherches intéressantes qu’il a entreprises 
sur la détermination du microorganisme, agent de la péripneumonie 
bovine. En ensemengant une quantité relativement grande de la séro- 
sité pulmonaire virulente dans du bouillon de beeuf, le professeur de 
Lyon a obtenu des cultures fécondes. En dissociant les microbes déve- 
loppés dans ces cultures sur des plaques de gélatine, M. Arloing a 
obtenu, en fin de compte, quatre espéces distinctes, dont il donne les 
caractéres et qu'il propose de dénommer : pnewmo-bacillus liquefaciens 
bovis, pneumo-coccus guttacerei, pnewmnoc. lichenoides, pneumoc. flaves- 
cens. Ces quatre espéces sont réunies, en proportions variables, dans 
tous les points des lésions pulmonaires. Malgré cette coexistence, il 
est impossible de leur altribuer 4 tous une part égale dans la genése 
de la péripneumonie. Une des espéces, le pnewmobuac. liquefaciens bovis, 
constituerait seule l’agent essentiel du virus, et M. Arloing fonde son 
opinion : 

4° Sur ce que le microbe se rencontre toujours dans tous les pou- 
mons malades et dans les synovites métastaltiques qui accompagnent 
parfois les accidents causés par l’inoculation de la sérosité pulmonaire 
sous Ja peau; 

2° Sur ce fait important que injection intraveineuse de fortes 
doses de cultures du pnewmo-bacillus, renforcé par un passage préa- 
lable sous la peau, détermine des accidents pneumoniques a évolution 
rapide ; 

3° Enfin sur la contre-épreuve suivante : aprés avoir injecté la 


sérosité d’un accident sous-cutané dans les veines d’un boeuf, on 


obtient une sorte de pneumonie dans les masses musculaires de la 
cuisse, c’est-a-dire des lésions, analogues a celles qui existent dans les 
interstices lobulaires du poumon, au sein desquelles de nombreuses 
cultures n’ont dévoilé que le pnewmo-bacillus liquefaciens bovis. 

Tels sont les points fondamentaux des travaux de M. Arloing. 
Depuis longtemps, en raison méme de l’importance de l’étude de la 
péripneumonie bovine au point de vue des doctrines générales de 
Vimmunité, nous nous occupons nous-méme beaucoup de la recherche 
du microbe spécifique. Chaque fois qu’une béte péripneumonique est 
rencontrée A l’abattoir de Liége, les poumons nous sont confiés, 
immédiatement aprés l’abatage. Jusqu’a présent, nous avons fait déja 
de trés nombreuses cultures aussi bien en présence qu’a Vabri 
de loxygéne de Vair. La plupart de nos cultures se sont mon- 
trées fécondes. En dissociant les microorganismes par la méthode 
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des plaques, nous avons obtenu jusqu’a quatre et cing espéces micro- 
biennes, qu’il est inutile de décrire ici. Disons seulement que trois de 
ces espéces ne liquéfient pas la gélatine et appartiennent a la forme 
coccus; une autre espéce, non liquéfiante, est un bacille. Or, ce sont 
la ces résultats qui se rapprochent beaucoup des constatations de 
M. Arloing. La plupart des essais d’inoculations de ces cultures, effec- 
iuées, ilest vrai, chez des animaux autres que ceux de l’espéce bovine, 
sont restés infructueux. Nous avons seulement réussi a faire mourir 
Jes lapins auxquels nous inoculions dans les veines la culture d’un de 
nos coccus : ce microbe rappeiait beaucoup, par les caractéres de ses 
ensemencements, le diplococcus pneumoniv (Pasteur-Fraenkel). 

Nous nous sommes méme démandé longtemps si cette démons- 
tration de la présence du diploc. pnewmonie au sein de Ja sérosité 
péripneumonique du beeuf n‘indiquait pas, peut-élre, une idenlité de 
cause de la pneumonie humaine et de celle du bétail. Evidemment, 
enraison dela non transmissibililé du virus péripneumonique a d’autres 
animaux que le buf, tandis que Je diploc. Pasteur est inoculable 
aux souris, aux lapins, etc., il fallait bien admettre une modification 
particuliére de la virulence de ce microbe en se développant dans le 
poumon du beeuf; il y aurait eu la un phénoméne comparable a ces 
singuliers changements de virulence manifestés par le microbe du 
rouget du pore en passant par l’organisme du pigeon. On sait qu’en 
inoculant cette bactérie de pigeon a pigeon, la virulence augmente 
de passage 4 passage, mais pour le pigeon seulement; inoculé de 
nouveau au pore, le microbe reste sans effet. 

L’hypothése d’un microbe commun a la pneumonie humaine et a 
la péripneumonie bovine était, en tout cas, séduisante. Mais il impor- 
tait de savoir d’abord quels sont les microbes qui, a |’état normal, se 
trouvent dans les voies respiratoires du bceuf? Précisément, 
M. von Besser vient de déterminer quels sont ces microorganismes, 
mais chez l'homme seulement: on a yu qu’ils appartenaient aux 
especes les plus variées, pathogénes et inoffensives. Il est bien pro- 
bable qu’il en est de méme chez le beeuf. 

Quel admirable milieu de culture ces microbes ne doivent-ils pas 
trouver dans l’abondante sérosité péripneumonique ! Aussi n’est-il 
nullement surprenant de rencontrer plusieurs espéces bactériennes 
dans les cultures faites avec ce liquide. Le microbe péripneumonique 
existe vraisemblablement parmi ces derniéres. Mais suffit-il, pour 
assimiler une bactérie rencontrée dans la sérosité pulmonaire du 
beuf malade a agent de la péripneumonie, de provoquer a la suite 
de son inoculation, soit une tuméfaction, méme considérable, des 
téguments, soit l’hépatisation inflammatoire du poumon? Ce sont la 
des altérations anatomiques susceptibles d’étre produites par des 
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agents parasitaires fort divers. Maintenant qu’il est démontré que des 
microorganismes pathogénes trés variés vivent, A l'état normal, dans 
Varbre respiratoire, il importe d’étre plus prudent que jamais avant 
de considérer un parasite rencontré dans le poumon péripneumonique 
comme agent de la maladie. La vraie démonstration de la spécificilé 
exige des conditions bien plus étroites, et il n’y a pas de témérité a 
affirmer qu’elle n’est pas encore faite. 
Dt E. Matvoz. 


N. Krrasato. Sur le bacille du tétanos. Zeitschr. f. Hyg., t. VIL, 1889, 
p. 245. 


Quoique beaucoup d’observateurs, depuis Nicolaier et Rosenbach, 
aient confirmé la présence d'un bacille anaérobie spécifique produi- 
sant le tétanos chez l'homme et les animaux, on n’avait jamais réussi 
& en obtenir une culture pure. 

Voici comment M. Kitasato (du laboratoire de M. Koch a Berlin) 
est parvenu 4 le faire : en cultivant du pus tétanique sur du sérum 
coagulé ou sur gélose 4 une température de 36° a 38°, il a obtenu, en 
vingt-quatre heures, une culture mélangée, contenant entre autres le 
bacille tétanique sporifére. 

Il l’a exposée alors pendant trois quarts d’heure 4 une heure, dans 
un bain-marie chauffé 4 une température de 80°, En inoculant les cul- 
tures ainsi traitées 4 des souris, il les faisait mourir du tétanos, ce qui 
prouvait que les spores, qui, seules, avaient pu résister au chauf- 
fage, étaient celles du bacille tétanique. 

M. Kitasato en fit, d’une part, des cultures ordinaires sur plaques, 
de l’autre des cultures dans des vases de verres plats, spécialement 
faits pour cela, et dans lesquels il introduisait de ’hydrogéne. Il les 
cultivait toutes 4 une température de 18°-20°, Aprés une semaine, 
tandis que les cultures sur plaques ordinaires étaient restées stériles, 
celles qui avaient été exposées a lV’influence de l’hydrogéne s’étaient 
développées en colonies de bacilles tétaniques. Comme ces colonies 
étaient sans aucun doute anaérobies, elles furent cultivées dans des 
couches épaisses de gélose et dans du bouillon, d’aprés la méthode 
de Liborius, dans une atmosphére d’hydrogéne. On les laissait 4 
l’étuve, ou elles se développaient aprés 30-48 heures, et étaient déja 
sporiferes. Ces cultures, parfaitement pures, tuaient la souris en 
2-3 jours. 

En ce qui concerne leurs caractéres typiques, elles sont essentielle- 
ment anaérobies; elles croissent trés bien dans une atmosphere d’hy- 
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drogéne et ne se développent guére dans l’acide carbonique. Elles peu- 
vent étre cultivées sur le bouillon, la gélatine et la gélose peptonisés 
et légerement alcalins; leur croissance devient plus abondante si l’on 
ajoute 20/0 de glucose & la gélatine ou la gélose, ou encore 0,1 0/0 
de sulfo-indigotate de soude, ou 8 0/0 de teinture de tournesol bleu. 
La gélatine est lentement liquéfiée par les cultures. Le bacille peut étre 
cultivé indéfiniment sur les milieux nutrififs sans perdre de sa viru- 
lence. 

Les colonies sur gélatine ressemblent beaucoup a celles du bac, 
subtilis : leur partie centrale est épaisse et entourée d’une mince zone 
annulaire qui, dans les cultures anciennes, se transforme en rayons _ 
isolés. Les cultures par piqtres se développent un peu au-dessous de 
la surface de la gélatine en rayons nuageux le long de la piqtre. 

La température de 36°-38° est la plus favorable 4 la croissauce des 
bacilles tétaniques. 

Les cultures sur gélatine 4 une température de 200-25° commencent 
a germer aprés 3-% jours. Dans des vases clos, 4 une température de 
480-20°, et dans une atmosphére d’hydrogéne, elles ne le font que dans 
une semaine. Elles ne se développent plus au-dessous de 14°. Les 
spores se forment a l’étuve déja aprés 30 heures, mais ce n’est qu’a- 
prés une semaine qu’elles apparaissent 4 une température de 20°-25° 

Les bacilles tétaniques se présentent ou sous forme de petits 
batonnets isolés, moins grands que le vibrion septique, et ayant des 
bouts arrondis, ou bien sous celle de longs filaments. Leurs spores, 
disposées isolément a un des bouts du batonnet, sont plus épaisses que 
lui, de sorte que les bacilles sporiféres ont la forme d’une épingle. 
Les batonnets sont légérement mobiles, surtout si on les observe sur 
la platine chauffante, mais leurs mouvements sont généralement trés 
faibles et tout a fait nuls dans les cultures sporiféres. Les bacilles 
peuvent étre colorés par les couleurs d’aniline ordinaires et ils sup- 
portent la coloration de Gram. Leurs spores peuvent étre démon- 
trées parla double coloration de Ziehl. Elles conservent leur virulence 
pendant des mois, si elles ont été séchées sur des fils de soie, que l’on 
laisse pendant quelques jours sous cloche au-dessus de l’acide sulfu- 
rique, ou simplement dans la terre. Elles supportent une température 
de 80° pendant une heure et sont tuées aprés cing minutes de chauf- 
fage dans la vapeur 4 100°. Elles se montrent assez résistantes envers 
les divers agents chimiques : l’acide phénique a 5 0/0 ne les tue qu’a- 
prés 15 heures; si on y ajoute de Vacide chlorhydrique a 5 0/0, elles 
sont tuées déja apres 2 heures. Le sublimé 4 1 0/0 les tue en 3 heures, 
et en 30 minutes si on y ajoute de l'acide chlorhydrique 4 5 0/0. 

Une injection de culture-pure rend la souris malade en 24 heures 
et la tue en 2-3 jours. Pour infecter le rat, le cobaye et le lapin, il 
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faut injecter des quantités plus grandes de cultures (de 3 a 5°, 
pour le lapin, par exemple). Chez le lapin, la période d’incubation est 
un peu plus longue, elle est de 2 4 3 jours. Les pigeons sont peu sen- 
sibles au virus tétanique. 

La maladie est toujours localisée au début a la région d’inocula- 
tion et ne se propage que graduellement. 

A Vautopsie, on ne trouve qu’une hypérémie au point d’inocu- 
lation, les organes ne présentent aucune lésion. 

L’auteur n’a jamais réussi a trouver de bacilles tétaniques aprés la 
mort de l’animal, ni a l’endroit de V’inoculation, ni dans aucun des 
organes. Il n’a pas non plus réussi a faire des passages avec les or- 
ganes d’une souris morte.du tétanos, ni a en obtenir des cultures. 

Pour savoir si les hacilles tétaniques sécrétent une substance 
toxique dans l’organisme et en combien de temps ils le font, M. Kita- 
sato inoculait des cultures 4 la base de la queue des souris, puis il 
amputait la région inoculée, a diverses périodes de temps depuis une 
demi-heure, et cautérisait la plaie. Il constata par ce procédé que les 
souris qui n’avaient été cautérisées qu'une heure aprés l’inoculation, 
prenaient le tétanos aprés 20 heures, tandis que celles qui l’avaient 
été une heure avant y résistaient. 

L’examen microscopique démontre quwil y avait encore des ba- 
cilles tétaniques a!’endroit de l'inoculation jusqu’a 8 et 10 heures aprés 
Vinjection; plus tard, ils disparaissaient complétement. Dans les or- 
ganes intérieurs, il n’y en avait pas du tout dés le début. Ces faits 
prouvent que les bacilles tétaniques ne restent intacls dans l’organisme 
que trés peu de temps aprés leur injection. Comme ils produisent | 
néanmoins un tétanos typique, M. Kitasato croit pouvoir supposer qu’ils 
sécrétent avant leur disparition une substance toxique quelconque qui 
est la cause immédiate de la maladie. D’autre part, il croit possible 
que les bacilles puissent exister dans les tissus sans pouvoir y étre 
trouvés, & cause de l’insuffisance des méthodes. Il se propose de 
revenir sur ces questions dans des travaux prochains. 
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4. La colonne A comprend les personnes mordues 


Les animaux mordeurs ont été: 


Chiens, 116 fois; chats, 4 fois. 
eye 
Le Gérant : G. Masson. 
a 
Sceaux. — Imprimerie Charaire et fils. 


1 ar des animaux dont la | 
rage est reconnue expérimentalement; la colonne B celles mordues par des ani- 
maux reconnus enragés 4 ]’examen vétérinaire; la colonne C:les personnes mordues | 
par des animaux suspects de rage. 4 : 


